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RESUMO

MALAVASI-BRUNO; C.E. Analise morfologica da nadadeira do tubardo-azul,
Prionace Glauca, Linnaeus, 1758 (Carcharhiniformes: Elasmobranchii )
[Morphological analysis of the blue-fin shark, Prionace Glauca, Linnaeus, 1758
(Carcharhiniformes: Elasmobranchii)]. 2012. 96f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, 2012.

Tubarbes e Raias pertencem a classe dos Chondrichthyes, por serem animais que
possuem esqueleto cartilaginoso. O Tubar&o-azul (Prionace glauca), popularmente
conhecido como “cacdo-azul” dentre todas as espécies de tubardo € a mais abundante
no ambiente marinho, podendo ser encontrado em toda a parte do mundo. O estudo
teve como objetivo estudar a morfologia das nadadeiras do tubardo-azul (Prionace
glauca) e os efeitos sobre células tumorais “in vitro . Os resultados foram obtidos
através da microscopia de luz e Citometria de fluxo. Com os caracteres encontrados na
analise macroscopica foi possivel identificar as nadadeiras obtidas como sendo do
Tubar&o-azul (Prionace glauca). A histologia da cartilagem da nadadeira do Tubar&o-
azul, demonstrou que € formada de cartilagem hialina, apresentando trés regides
distintas, sendo no seu interior formado por condrdcitos, na periferia de cartilagem
calcificada e nas bordas formada por pericéndrio com a presenca de colageno tipo I,1l e
I1l. Os resultados obtidos das amostras do Elemento Radial ndo evidenciam alteragdes
funcionais, quanto ao armazenamento, transporte e obtencdo do suprimento celular,
estes sdo viaveis e satisfatorios. O composto da cartilagem de tubardo para o
tratamento de tumor “in vitro” neste estudo sugeriu que o0 mesmo apresenta uma
atividade anti-tumoral significativa. Mostrou efeito téxico sobre os tumores de mama
murina (TAE) e tumor de mama canino (TMC) em baixas concentracdes, nao

apresentando efeito toxico nas células de fibroblasto nas mesmas concentracoes.

Palavras-chave: Nadadeira. Tubardo. Cartilagem. Tumor. Citometria de fluxo.



ABSTRACT

MALAVASI-BRUNO; C.E. Morphologicalanalysisofthefin in blue-shark, Prionace
Glauca, Linnaeus, 1758 (Carcharhiniformes: Elasmobranchii) [Analise morfolégica
da nadadeira do tubarao-azul,Prionace Glauca,Linnaeus, 1758 (Carcharhiniformes:
Elasmobranchii)] 2012. 96f.Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, 2012.

Sharks and rays belong to the Chondrichthyes Class, once they have cartilaginous
skeleton. The blue shark (Prionaceglauca), popularly known as "blue-cation”, among all
shark species is the most abundant in the marine environment and can be found
everywhere in the world. This study aimed to study the fin morphology in the blue shark
(Prionaceglauca) and its effects on "in vitro” tumor cells. The results were obtained using
- light microscopy and flow cytometry. Using the gross morphology we confirm that the
fins belonged to the blue shark (Prionaceglauca). The fin cartilage of the blue shark was
formed of hyaline cartilage. It showed three distinct regions with chondrocytes inside,
calcified cartilage in the periphery, and perichondrium with collagen type |, Il and Il in
the margins. The results obtained from the Radial Element not showed functional
changes as storage, transport and cellular supplies obtaining, they were feasible and
satisfactory. The use of shark cartilage compound for the treatment of "in vitro" tumor
cells suggested that it showed a significant anti-tumor activity. It showed a toxic effect on
murine breast tumors (MBT) and canine breast tumor (CBT) at low concentrations, with

no significant toxic effect on fibroblast cells using the same concentrations.

Keywords: Fin. Shark. Cartilage.Tumor.Flowcytometry.
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1 INTRODUCAO

Tubarbes e Raias pertencem a classe dos Chondrichthyes, por serem animais
gue possuem esqueleto cartilaginoso. (SZPILMAN, 2000). O Tubaréo-azul (Prionace
glauca), popularmente conhecido como “cagdo-azul’ dentre todas as espécies de
tubardo € a mais abundante no ambiente marinho, podendo ser encontrado em toda a
parte do mundo (NAKANO; SEKI, 2002; QUAGGIO et al.,2008; LEGAT; VOOREN,
2008). Sdo mais comuns na regido da plataforma continental, préximo a praias, em
aguas superficiais (KOTAS, 2010).

S&o espécies de tamanhos relativamente grandes podendo chegar até 3 metros
de comprimento total quando adultos em ambos os sexos (KOHLER, 2002). Sao
facilmente capturados por embarcacdes que operam em alto mar (NAKANO; SEKI,
2002; QUAGGIO et al., 2008). Principalmente em pescarias de grandes navios nos
Oceanos Pacificos e Atlantico, onde geralmente j& chegam mortos (CAMPANA et al.,
2009). O tubaréo azul é fonte de alimentagdo no Brasil e em alguns paises da América
do Sul, geralmente vendidos em postas em mercados e feiras livres (CAMPANA et al.,
20009).

A cartilagem de tubardo é utilizada como matéria prima na fabricacdo de
medicamentos considerados como terapia alternativa, para o tratamento de diferentes
patologias entre elas o cancer, usado também como prato exdtico na culinaria asiatica,
por ser considerada uma iguaria afrodisiaca (NAKANO; SEKI, 2002), na Asia, para
consumo humano como complemento mineral tradicional e natural como farmacos
(BAEZ et al., 2001; HERNANDEZ, 2010).

Cartilagem de tubardo tem sido um complemento popular utilizada em
intervencbes na medicina alternativa. Isso se deve pelo fato de que o tubardo é
popularmente conhecido pelo fato de que os tubardes raramente produzem algum tipo
de céancer, por ser um animal cujo esqueleto € constituido unicamente de tecido
cartilaginoso (LOPRINZI et al.; 2005).

Diferentes estudos in vitro e in vivo mostram que a cartilagem de tubardo possui
um papel importante na prevencao da propagacéo do cancer devido sua capacidade de

inibir a angiogénese (MEJIA; DIA, 2010). Estudos também demonstram que a
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cartilagem de tubardo também é eficaz no tratamento de psoriase onde a cartilagem de
tubardo age como uma estratégia terapéutica no tratamento de doencas inflamatdrias
(DUPONT et al.; 1998).

Uma vez que a cartilagem € um tecido avascular, foi levantada a hip6tese de que
podem existir fatores encontrados na cartilagem que inibem a formacdo de vasos
sanguineos. Também existem estudos baseados na aplicacdo da cartilagem de tubardo
no tratamento de Sarcoma de Kaposi administradas por via oral (HILLMAN et al.; 2001).

No estudo foram utilizadas 10 nadadeiras dorsais integras do Tubardo-azul,
Prionce glauca, e 10 nadadeiras dorsais descarnadas semiumidas, foram feitas as
analises macroscopicas como as medidas basicas, segundo COMPAGNO (1989),
foram feitas as analises histologicas utilizando as coloragfes de Hematoxilina e Eosina
e a coloracdo de Picrossirius Red. Foram feitas analises de Citometria de fluxo para o
ciclo celular das células da cartilagem da nadadeira, bem como o potencial elétrico e
funcional da membrana mitocondrial com o marcador Rodamina 123. Foram feitos
também o método colorimétrico de MTT e o Bradford para a quantificacdo das proteinas
contidas na cartilagem da nadadeira sem o tratamento e apés tratamento.

O projeto teve como objetivo estudar a morfologia das nadadeiras do tubardo-
azul (Prionace glauca) e os efeitos sobre células tumorais “in vitro”.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos abaixo foram divididos em objetivos gerais e especificos.

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Estudar a morfologia das nadadeiras do tubarédo azul (Prionace glauca) e o efeito

sobre células tumorais “in vitro”.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Analise macroscoépica e morfométrica das nadadeiras;

» Andlise através da microscopia de luz;

* Anadlise morfolégica da populacédo celular, fases do ciclo celular e potencial
elétrico mitocondrial das células por citometria de fluxo;

* Analise da citotoxidade das nadadeiras “in vitro”.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CLASSIFICACAO DOS TUBAROES

Tubarbes em geral sdo denominados de Elasmobrachii, devido suas aberturas
branquiais em forma de fenda anatomicamente localizada na lateral do animal, na
regido mais proxima a cabeca (SZPILMAN, 2000).

Os tubarfes assim como as raias pertencem a ordem Selachii. Diferenciando-se
uns dos outros quanto aos habitos e anatomia (HILDEBRAND; GOSLOW, 2006).

Os elasmobranquios tém uma historia evolutiva de mais de 400 milhGes de anos,
com varias adaptacbes ao seu favor como 0Orgdos sensitivos e complexos modos
reprodutivos (CARRIER et al., 2004).

A maioria dos tubarGes sao predadores ativos com corpos fusiformes, caudas
grandes e fortes. Possuem nadadeiras pareadas que apresentam bases restritas. Ao
contrario dos peixes 6sseos, os tubarbes possuem fendas branquiais posicionadas
lateralmente. (HILDEBRAND; GOSLOW, 2006).

Os elasmobranquios tém uma historia evolutiva de mais de 400 milhGes de anos,
com varias adaptacoes ao seu favor como o6rgdos sensitivos e complexos modos
reprodutivos (CARRIER et al., 2004).

3.2 BIOLOGIA DO TUBARAO-AZUL (PRIONACE GLAUCA)

O Tubardo azul é classificado como sendo da classe dos Chondrichthyes por
serem animais de esqueleto cartilaginoso. Subclasse elasmobranchii, por possuirem
fendas branquiais. Ordem Carcharhiniformes, Familia Carcharhinidae, Genero Prionace,
Espécie Prionace glauca (NAKANO; SEKI, 2003).
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O Prionace glauca é a espécie de tubardo mais abundante no ambiente marinho,
€ considerada uma espécie oceanica circunglobar, ou seja, frequenta aguas tropicais e
subtropicais (NAKANO; SEKI, 2002; QUAGGIO et al., 2008; LEGAT; VOOREN, 2008).
E uma espécie altamente migratéria, que podem variar desde a plataforma continental &
regido pelagica, possui padrées complexos relacionados com a reproducdo e
distribuicdo de suas presas (KOTAS et al., 2010; QUAGGLIO et al., 2008) é o tubaréo
mais abundante na costa brasileira (HAZIN; LESSA, 2005), sendo comumente
capturado na pesca de espinhel de atum e espadarte na Regido Sul do Brasil e
pincipalmente na Regido de Santos, Sudeste do pais (VASKE-JUNIOR; RINCON-
JUNIOR, 1998; HAZIN; LESSA, 2005).

O Tubarado-azul é fonte de alimentacdo no Brasil e em alguns paises da América
do Sul, este tubardo ja chega morto nas capturas de pescarias (CAMPANA et al., 2009).

Muitas vezes ao icarem a rede, € comum a presenca de algumas espécies de
peixes que se enroscam tais como o tubardo azul e o peixe prego, que chega com
algumas mordidas, indicando o oportunismo do tubardo, que predam animais fisgados
por espinhel (VASKE-JUNIOR; RINCON-JUNIOR, 1998). O tubardo azul é faciimente
capturado por embarcacdes que operam em alto mar (NAKANO; SEKI, 2002;
QUAGGIO et al., 2008). Principalmente em pescaria de grandes navios nos Oceanos
Pacificos e Atlantico (CAMPANA et al., 2009).

Pode ser encontrado em profundidades de 150m a 400m (LEGAT; VOOREN,
2008; KOTAS, 2010), com uma migragao nictimeral vertical para cada animal, em
temperaturas de 5° C a 27° C, conforme a latitude e profundidade onde é encontrado
(NAKANO; SEKI, 2002; WALSH; KLEIBER, 2001; VASKE-JUNIOR; RINCON-FILHO,
2008;). A relativa abundéancia desta espécie diminui em aguas equatoriais (QUAGGLIO
et al., 2008), segundo Vaske-Junior e colaboradores (2009), sdo encontrados préximos
a praia, em aguas superficiais.

Possui alimentagdo generalizada, porém com preferéncia a cefalopodes,
teleésteos e baiacu (MAZZOLENI; SCHWINGEL, 2002; NAKANO; SEKI, 2002),
podendo eventualmente comer passaros e mamiferos marinhos em decomposi¢céo
(BORNATOWSKI et al, 2008; VASKE-JUNIOR et al., 2009;), sendo assim,
considerados animais oportunistas (VASKE-JUNIOR et al., 2009). E considerado,
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guando adultos, topo de cadeia alimentar, porém quando jovens podem ser predados
por tubar6es maiores ou mamiferos marinhos (NAKANO; SEKI, 2002).

As caracteristicas das idades dos tubarfes sao verificadas através da frequéncia
do tamanho, tais como: registros feitos em cativeiros, tempos de substituicdo dos
dentes, marcas de espinhas e vértebras. A estimativa de longevidade é de 21 a 26 anos
de idade para machos e de 15 anos para as fémeas (SKOMAL; NATANSON, 2002;
NAKANO; SEKI, 2002). O crescimento maximo desta espécie é de aproximadamente 3
metros para ambos os sexos (KOHLER, 2002).

Podendo variar conforme a regido, quantidade de alimento disponivel e a
intensidade de sua predacdo (SCHWINGEL; MAZZOLENI, 2004). Entre as latitudes de
23%e 38° S e 29° e 52° W, sofre uma variacdo em seu tamanho, os de maior porte sao
encontrados com maior frequéncia em latitudes menores, entre 23° e 32° S, regides
estas com maior temperatura. Os juvenis sdo concentrados em latitudes maiores que
32° S, em aguas com temperatura superficial menor que 18° S (KOTAS et al., 2010).

Tubarbes juvenis ndo realizam grandes migracbes até que alcancam um
tamanho aproximado de 130 cm, permanecendo em zonas especificas denominada de
“zona de cria” (QUAGGLIO et al., 2008). Sendo considerados juvenis quando possuem
o tamanho de 191 cm de comprimento furcal (C.F.), idade aproximada entre 1 e 5 anos
(SKOMAL; NATANSON, 2002).

Possuem quando adultos, seu corpo alongado e delgado, coloracdo azulada,
focinho alongado, nadadeira ventral larga (NAKANO; SEKI, 2002). Sua nadadeira
peitoral possui margem anterior e posterior retas, a margem anterior € mais larga que a
base. A nadadeira dorsal € em forma de “V”, com a margem anterior reta e a posterior
curvada, de coloracdo azul escura e marcas de fibras, que compdéem a nadadeira
internamente, a nadadeira caudal possui um lobulo superior maior que a inferior, é de
coloracdo azul escura, sem quilhas laterais (HERNANDEZ et al., 2009). Espécie
capturada por navios pesqueiros na regido do Espirito Santo, regido Sudeste do Brasil
(FREITAS NETTO et al.,, 2009) e proximo ao porto de Itajai, Santa Catarina
(MAZZOLENI; SCHWINGEL, 1999).
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3.3 NADADEIRAS DE TUBARAO

As nadadeiras de tubardo sao utilizadas como prato exoético na culinaria asiatica,
por serem consideradas uma iguaria afrodisiaca (NAKANO; SEKI, 2002), acelerando
assim o processo de caca de tubardes de todas as espécies. Muitas vezes apenas as
nadadeiras sdo extraidas e o animal é jogado ainda vivo no oceano (HERNANDEZ et
al., 2009; SOLIAR, 2005).

E muito utilizada na Asia, por ser vendida seca para consumo humano e também
utilizada como complemento da medicina tradicional e natural como farmacos (BAEZ et
al., 2001; HERNANDEZ, 2010).

No tubardo azul, a primeira nadadeira dorsal localiza-se quase ao meio do
animal, e a segunda nadadeira dorsal localiza-se bem proximo a sua nadadeira caudal
(NAKANO; SEKI, 2002).

A nadadeira dorsal dos tubarbes € composta de partes moles, segmento basal
simples cartilaginoso, ancoradas nas linhas médias do tronco do animal (COMPAGNO,
1984). E constituida por massas de fibras colagenas continuas, cartilagem e musculos
radiais que estabilizam a nadadeira (SOLIAR, 2005). Possuem musculos radiais distais
gue saem desde seu corpo que se apoiam a base do corpo do tubardo (HAMLETT,
1999).

3.4 TECIDO CARTILAGINOSO

O tecido 0sseo, entre os peixes, é encontrado apenas nos peixes 0sseos e em
todos os demais vertebrados. O osso € composto de uma densa substancia intercelular
organica e depositos de substancia mineral. Os o0ssos podem substituir tecido
cartilaginoso preexistentes, originando 0s osteoblastos, que apds sua maturacao,
convertem-se em ostedcistos. Porém isso ndo se aplica aos peixes cartilaginosos como

tubardes, raias e quimeras (STORER et al., 2003).
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A cartilagem do tubardo é diferente dos ossos de outros peixes e de cartilagens
de outros vertebrados. Quanto a calcificagédo é igual ao dos 0ssos, porém quando visto
ao microscopio existem algumas diferencas, cartilagens sdo menos densas e mais
flexiveis que os 0ssos (SPRINGER; GOLD, 1989).

Para os tubarbBes, o esqueleto cartilaginoso € vantajoso, pois a cartilagem é
menos densa e mais elastica do que o 0sso, proporcionando ao animal uma vantagem
guanto a flutuabilidade e flexibilidade (SPRINGER; GOLD, 1989).

As cartilagens sdo formadas por uma substancia celular resistente, porém
elastica, que é secretada por pequenos grupos de células cartilaginosas que ficam
embebidas dentro delas e estdo recobertas por pericondrio fibroso (STORER et al.,
2003).

Os peixes cartilaginosos possuem seu endoesqueleto formado por cartilagem
embrionaria durante toda sua vida. Esta cartilagem nunca sera trocada por 0sso, porém
as vezes ocorrem depositos de sais de calcio que sdo depositados na cartilagem para
gue ocorra um fortalecimento do tecido (DORIT et al., 1991; STELL, 1992).

A calcificacdo da cartilagem no corpo das vertebras é uma caracteristica bem
conhecida da coluna vertebral dos tubardes e corresponde a deposicdo de sais de
calcio que é produzido antes do deslocamento da cartilagem para 0Sso como ocorre
nos 0ssos das extremidades de tetrapodes imaturos. Os mais importantes depdsitos de
tecido mineralizado sdo produzidos nas raizes dos dentes, nas bases dos denticulos
gue se incrustam na pele da mandibula, e nas nadadeiras (DANIEL, 1934; STELL,
1992).

Algumas espécies de tubardo apresentam uma massa extremamente densa e
irreqgular da cartilagem calcificada, compostas de forma compactadas, ndédulos
calcificados em varias regides do esqueleto do animal. Estas hipercalcificacbes sao
analogas as hiperosteose que ocorre em peixes 6sseos. Geralmente os tubardes
imaturos faltam estruturas hipercalcificada enquanto que os adultos as possuem
ocorrendo entre outras na Ordem Carcharhiniformes (COMPAGNO, 1984).

Em algumas espécies de tubardo sdo encontradas tecidos mineralizado formato
basicamente de apatita na forma de calcio que se estabelecem em placas calcificadas

na periferia da massa celular. Estes grupos de células possuem um ponto de origem
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central na qual se proliferam e parecem estar em constante processo de renovacgao.
Este tecido é encontrado no crondocranio, mandibula, arcos branquiais, vertebras e
nadadeiras (STELL, 1992).

Nos Chondrichies, a cartilagem encontrada é a hialina, de coloracdo branco-
azulada, vista em microscopia Otica é translucida e homogénea. Tem em sua
constituicdo uma significativa porcdo de fibras de colagenos muito finos, com
aproximadamente 10 a 20 nm de didmetro. Este tipo de cartilagem também é
encontrado nos embrides de todos os vertebrados e nos esqueletos cartilaginosos
(STORER et al., 2003).

A cartilagem hialina é a cartilagem encontrada em todos os embrides dos
vertebrados e também s&o encontrados nos peixes cartilaginosos. Essa cartilagem
possui uma consideravel elasticidade e quando vista macroscopicamente tem uma
aparéncia branco-azulado e um pouco translucido. Este tipo de tecido também é
encontrado nos humanos na regido do nariz e da traquéia (BOOLOOTIAN; STILES,
1981).

A cartilagem de tubardo é constituida por células emparelhadas ou aglomerados
de células chamados de condrocitos, condroblastos e condroclastos, e uma matriz
extracelular que constituem componentes fibrilares e n&o fibrilares, assim como em
outros vertebrados (SPRINGER; GOLD, 1989; BAEZ et al, 2001).

Os condrécitos sdo responsaveis pela manutencdo da matriz (BUCKWALTER,;
MANKIN, 1998), através do controle da producdo e renovacdo de seus componentes
(colageno, proteoglicanas e proteinas ndo colagenas), sendo altamente influenciados
por citocinas, fatores de crescimento, sinais elétricos e mecanicos. A renovacdo da
matriz depende da capacidade dos condrécitos em detectar alteragcbes na composicao
macromolecular e organizacdo da matriz, e em resposta atraveés da sintese de tipos e
guantidades adequadas de novas moléculas (BUCKWALTER; MANKIN, 1998).

Sua forma e concentracdo volumétrica mudam em funcdo da profundidade na
cartilagem articular, parecendo estar relacionadas com a estabilidade mecéanica da
matriz (Wu; Herzog, 2002). Segundo Buckwalter e Mankin, (1998) e Huber et al.,
(2000), as propriedades mecéanicas e biolégicas da cartilagem articular, dependem

fundamentalmente da interac&o entre os condrdécitos e a matriz.
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Em vertebrados considerados superiores, a cartilagem € constituida de 90% de
colageno tipo Il e apenas 10% de colageno tipo I. Porém nos tubardes, sua cartilagem é
composta de 66% de colageno de tipo Il e de 33% de colageno do tipo | (BAEZ et al.,
2001).

O colageno é uma proteina alongada, sendo mais abundante no organismo
humano, constituindo 25% das proteinas do corpo, assumindo estruturas, funcdes e
reacoes diferentes de acordo com sua localizac&o no tecido (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2004).

O colageno tipo | esta presente na derme, aponeurose, 0ssos e tenddes, sao
produzidos pelas células de fibroblastos, possuem fortes ligacdes entre suas fibrilas que
atingem seu grau maximo nos tenddes. O colageno tipo | possui a funcdo de resistir a
tensdes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Neste tipo de colageno, as fibrilas se agrupam formando uma camada espessa
gue frequentemente se associam, formando feixes de fibras, com até 20 pum de
didmetro, constituindo as fibras de coldgeno do tecido conjuntivo (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).

O colageno tipo 1l é encontrado nas cartilagens e associa-se com as
proteoglicanas que contém condroitinsulfato, emprestando uma caracteristica de
compressibilidade reversivel devido a alta hidrofilia que apresentam, funcionando como
uma esponja que perde agua quando comprimida e volta a sua forma normal com a
adicdo de agua. Importante caracteristica para articulacées sujeitas a pressoes. Esse
tipo de colageno é produzido pelos Condrdcitos, e possui a funcéo de resistir a pressao
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

3.5 TERAPIA COM A CARTILAGEM DE TUBARAO

A cartilagem de tubardo é considerada como fonte natural no combate a
angiogenese. Este material tem sido utilizado como tratamento de cancer, psoriase,

artrose, esclerose sistémica progressiva, neurovascular, glaucoma e outras patologias
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gue estdo relacionadas com a angiogénese. Ainda, resultados anteriores sugerem que
a cartlagem de tubardo também contém acdo antiinflamatoria (BARGAHI,
CHADEGANI, 2008).

O extrato da cartilagem de tubardo exerce sua propriedade de angiogénese
através da inibicdo da MMP (metaloprotease de matriz), atividade das células
endoteliais e do VEGF (Fator de crescimento vascular da endotelial), mediada por
sinaliza¢des e ativacdo das células endoteliais especifica de atividades pro-apoptoticas.
A cartilagem de tubardo demonstra um poder de inibicdo de células endoteliais e o
desenvolvimento e novos vasos sanguineos, por conter proteinas de baixo peso
molecular de massa, porém com uma atividade anti-angiogénica potente (BARGAHI;
CHADE, 2008).

A terapia anti-angiogénica pode melhorar a sobrevida de pacientes com cancer
(LU et al., 2010). Segundo Zheng et al. (2007). O extrato bruto da cartilagem de tubaréo
inibe significativamente a angiogénese e a migragdo celular. Estudos sugerem que o
polipeptideo PG 155 retirado da cartilagem do tubardo azul (Prionace glauca), pode ser
um dos principais componentes responsavel pela atividade anti-angiogénica, sendo
possivel que as espécies de tubardo, bem como seu habitat podem ser responsaveis
pela composicao dos polipeptideos encontrados na cartilagem do tubardo (ZHENG et
al., 2007).

O efeito protetor dos fatores de crescimento como de outras moléculas ja foi
discutido por Raff (1992), onde ele levanta a teoria de que as células tendem a morrer e
sua morte € evitada através do efeito paracrino de sinais produzidos por outras células,
sendo um mecanismo dose dependente. As células de maior proliferacdo, mas sem
estimulo suficiente entrariam em apoptose. Esse mecanismo € um modo simples de
controlar a proliferacdo celular, e promove a selecdo natural (células com maior
guantidade de receptores para os fatores de crescimento). Por outro lado, esta teoria da
selecdo natural explica a progressao de tumores encontrados em outros tecidos.

A progresséao do ciclo celular depende de ciclinas e estas dependem de quinases
(CDKs) que agem em conjunto no inicio das fases G1-S e G2-M. Para evitar a
proliferacdo anormal, os complexos ciclinas-CDK sdo precisamente regulados por duas

familias inibidoras do ciclo celular que impedem a sua atividade catalitica, que incluem
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as proteinas INK4a, vinculadas somente com as quinases CDK-4 e CDK-6, que sao
especificas para o inicio da fase G1. A segunda familia de inibidores € composta por
proteinas Cip/Kip, como P21 e P27 que inibem todos os complexos ciclina-CDK e néo é
fase-especificas (COQUERET, 2003).

A manutencdo da homeostasia tecidual nos organismos multicelulares é
assegurada por diferentes mecanismos biolégicos regulatorios, entre os quais figura a
Morte Celular Programada (MCP), sinbnimo de apoptose. O termo apoptose ou MCP
designa forma fisiologica de morte celular que ocorre segundo programa genético que
desencadeia processo de autodigestao controlada, em consonancia com a remoc¢ao de
células lesadas, senescentes ou imprestaveis, sem alteracdo do microambiente celular
(PAROLIN; REASON, 2001). Os corpos apoptoticos e as células sofrendo MCP séao
prontamente reconhecidos como sendo inviaveis e sdo digeridas por fagocitos para a
reciclagem de seus componentes (TAYLOR et al.,2008).

A célula bioquimicamente é observada a externalizacdo da fosfatidilserina (FS),
um fosfolipidio de membrana, clivagem proteolitica de um nimero variado de substratos
por proteases denominadas de caspases (MARTIN; GREEN,1995) e a condensacgéao
nuclear seguida pela hidrolise internucleossomal do DNA formando fragmentos
multiplos de 200 pares de base (ZIMMERMAN et al., 2001). As redes do complexo de
Golgi, do reticulo endoplasmatico e das mitocondrias sofrem uma fragmentacdo
relevante para o processo, pelo fato que o comprometimento da mitocondria, por
exemplo, leva a liberacdo da proteina intermembrana chamada citocromo C que por
sua vez é responsavel pela montagem do complexo ativador de caspases chamado de
apoptossomo (TAYLOR et al., 2008).

Os residuos de FS residem na face interna da membrana plasmatica e sao
rapidamente externalizados para a face externa da membrana em resposta a aumentos
de Caz intracelular, injuria celular ou agente indutor de MCP (MARTIN et al.,1995).

Um meétodo muito utilizado na deteccdo da MCP € a utilizacdo na deteccdo da
MCP é a utilizagdo da Anexina V, uma proteina que se liga eficientemente a FS
externalizada de maneira reversivel e dependente de Ca? combinada com moleculas
fluorescentes (MARTIN et al., 1995; BRUMATI et al., 2008). O processo de MCP pode

ser pela via extrinseca, mediantes estimulos externos que ativam receptores
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especificos na superficie celulares chamados receptores de morte (PAROLIN;
REASON, 2001), ou pela via intrinseca, em funcdo de estimulos internos de estresse
intracelular como perturbacdes do ciclo celular e vias metabdlicas, estes estimulos
promovem um desbalanco das proteinas reguladoras da MCP existentes no citosol, as
proteinas pro- e anti-apoptoticas da familia do Bcl-2 irdo interagir entre si e promoverao
a liberacdo de proteinas mitocondriais em especial o citromo C, que interage no
citoplasma com o fator apoptético ativador de protease-1, pro-Caspase-9 e ATP
formando um complexo chamado de apoptossomo que ativa a Caspase-3 (caspase
efetora) que executa a MCP da célula (THORBUN, 2004). Proteinas do citoesqueleto
como a Gelsolina e a PAK2 (p21 (CDKN1A) activade Kinase 2) também sé&o clivadas
pela Caspase-3, produzindo alteracfes celulares tipicas da apoptose, como a formacao
de “blebbing” e corpos apoptoticos (CHANG; YANG, 2000).

A angiogénese é o processo de formacdo e crescimento de novos vasos
sanguineos, que tem como consequéncia a neovascularizacdo. A inducdo da
angiogénese constitui um fator importante na carcinogénese. Portanto, para que o
tumor prolifere € necesséario que ocorra angiogénese local. A neoangiogénese ocorre
na transicdo do processo hiperplasico para neoplasia, portanto antes da formacgéo
tumoral propriamente dita (CALUX et al., 2001; GRACA et al., 2004).

3.6 METODO DA CITOMETRIA DE FLUXO E CICLO CELULAR

A citometria de fluxo é uma técnica utilizada para a contagem, exame e
classificacdo das microscopicas particulas suspensas em meio liquido em fluxo. Esta
técnica permite a analise de varios parametros simultaneamente através de um
aparelho de deteccdo 6ptico-eletronico que pode analisar as caracteristicas fisicas e
guimicas da célula (SAELENS et al., 2004).

O processo de morte celular (apoptose) possui um papel essencial na
manutencdo de homeostase tecidual incluindo o cancer, agindo no controle da
proliferacdo (SAELENS et al., 2004).



34

A via de morte celular mitocondrial promove eventos apoptoéticos que € mediado
por vias de morte intrinseca, ou seja, Mitocondrial e extrinseca, ou seja, através de
receptores de morte (familia dos receptores TNF). A morte celular intrinseca atua com a
presenca de membros pré-apoptéticos da familia Ccl-2, mais precisamente, eventos da
subfamilia BH3 Bax que leva a oligomerizagdo de eventos do ultimo grupo, seguido da
insercdo na membrana externa da mitocondria. Estas moléculas passam a construir
canais de saidas de proteinas intermembranadas indo desde a mitocondria até o
citoplasma, incluindo o citocromo C e o fator indutor da apoptose. O citocromo C
liberado ativa uma proteina citoplasmatica designada de Apaf-1, que recruta e ativa a
pré-caspase-9, constituindo um complexo proteico, 0 apoptossoma. A caspase-9m
possui a funcdo de “caspase Iniciadora”, que recebe e ativa a caspase 3, que é a
executora, esta, degradara proteinas importantes para a viabilidade celular (HOWARD;
PELC, 1953).

A apoptose pode ser dividida em trés fases basicas: Iniciadora, que é altamente
dependente do tipo de estimulo apoptatico recebido pela célula por via endégena ou por
receptores de superficie com dominios de morte como o stress oxidativo ou até erros
no DNA. Esta primeira fase pode influenciar a eficacia das fases seguintes. Na fase
efetora, ocorre ativacdo da cascata de caspases, constituida da ativacdo de proteases,
nucleases e outros intermediarios participantes desta fase. A fase de degradacéo, a
célula adquire caracteristicas bioquimicase morfolégicas que sdo caracteristicas deste
processo (GREEN; KROEMER, 1998).

As caracteristicas tipicas da apoptose séo resultantes de eventos ocorridos na
fase de degradacao, ou seja, diminuicdo do volume celular, condensa¢édo da crimatina,
cariotex e eventuais brotamentos nas membranas, formando os corpos apoptéticos
(HAIL et al., 2006; KROEMER et al, 2007). Existem duas vias principais para a
regulacdo apoptotica: 1. apoptose mediado por receptores de morte (TNF, TNFRL1,
TRAMP, TRAIL e de FAZ), presentes na membrana plasmatica, denominada via
extrinseca; 2. A via de apoptose mediada pela mitocondria, via intrinseca (HAJRA; LIU,
2004; HAIL et al, 2006).

Ambas as vias possuem um grupo independente de caspases iniciadoras que

convergem sinais para 0 mesmo grupo de caspases efetoras com finalidade de
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executar eventos extracelulares, que resultam na morte celular programada (HAJRA,
LIU, 2004; ZHANG et al.,, 2004). A via extrinseca € iniciada pela associacdo de
mondmeros de diferentes receptores de morte na membrana plasmética e, ao se
agruparem, promovem o recrutamento de proteinas adaptadoras (COHEN, 1997; HAIL
et al., 2006).

A via mitocondrial envolve altera¢cées na permeabilidade mitocondrial, permitindo
o extravasamento do citocromo C, que ap0s associar-se a proteinas adaptadas (APAF-
1), culminando na formacdo do apoptossomo e ativando as caspases 9 e 3, 0 que
desencadeia a morte celular por apoptose. As proteinas Bcl-2 e Vcl-xl, inibem a
liberacdo do citocromo C, enquanto que as proteinas BAD, BID e BAX, induzem a
liberagcdo dessa molécula. A via receptor de morte, caracteriza-se pela ativacdo de
receptores de morte (FAZ), os quais uma vez ativados, associam-se a proteinas
adaptadoras (FADD), formando o complexo desencadeador de morte DISC que ativa as
caspases 8 e 3 e morte celular por apoptose (COHEN, 1997).

A morte programada ativada pelos receptores de morte celular é desencadeada
por membros da superfamilia dos receptores de necrose tumoral (TNF), que inclui
guase 20 membros receptores de citoquinas, como o TNFR-1 e o Faz. Estas proteinas
recrutam proteinas adaptadoras, incluindo FADD, com dominios de morte citosélicos
vinculado as pro-caspases 3, 7 é particularmente a caspase 8 (COHEN, 1997).

O conceito de ciclo celular foi introduzido em 1953 tendo auxilio no deliamente de
diversos eventos de proliferacdo celular de mamiferos. Durante o ciclo celular podem
ser distintas as popula¢cdes celulares nas seguintes fases: Fase G1 (Gap 1), € o
intervalo apds a mitose durante o qual as células se separam para iniciar a sintese de
DNA. Este periodo é caracterizado pela transcricdo genica e traducdo, levando a
sintese de proteinas necessarias para a sintese de DNA; Fase S, periodo no qual
ocorre a duplicacdo do DNA celular e 0 G2/M (Gap 2) intervalo apés a sintese de DNA
durante o qual as células se separam para a divisdo e a mitose (SALENS, et al., 2004).

O ciclo celular € um processo através do qual uma célula somatica duplica seu
material genético e o reparte igualmente a duas células filhas. Este processo é
didaticamente dividido em duas fases principais e interfase e a mitose. Na interfase

ocorre a duplicacdo do DNA e a preparacado para a fase seguinte. Na mitose ocorre a
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divisdo celular, ou seja, a finalidade maior do ciclo celular. A mitose apesar de ocupar
uma pequena parte do ciclo, é crucial para o crescimento e diferenciacdo do organismo,
onde também participa do processo de renovacao celular (HOWARD; PELC, 1986).

Para a inicializacao do ciclo celular, uma sequencia ordenada de eventos precisa
ocorre, determinando o processo de divisdo: Ligacdo de um fator de crescimento a um
receptor especifica ha membrana plasmatica; Ativacdo deste receptor através de
proteinas transmembrana, que ativam as proteinas transdutoras de sinais presentes no
citoplasma através do dominio interno do receptor; Transmissdo do sinal, por estas
proteinas transdutoras, até o ndcleo; ativacdo de proteinas regulatdrias nucleares;
iniciacdo e progresséao do ciclo celular (HOWARD; PELC, 1986).

Analises moleculares de células tumorais, revelam que proteinas envolvidas no
ponto de checagem GO/G1-S esta inativas na maioria dos casos, e que alteracdes no
ponto de chegarem nos danos do DNA parecem ser responsaveis pela resisténcia das
células tumorais a agentes quimioterapicos ou radiacdes. Em contraste, alteracées no
ponto de chegarem G2/M s&o encontradas mais raramente. Algumas alteragbes no
complexo mecanismo regulatorio de transicdo G0/G1-S, maior alvo de alteragdes em
cancer, envolvem delecdo ou super expressado de genes ou mutagdes pontuais que
impossibilitam a fungdo genica, com resultado comum de alteracdo do balango de
fosforilacdo/desfosforilacdo, determinando o estado proliferativo da célula (STEBEL et
al., 2000).

O controle da proliferacéo celular ocorre na fase G1, e na parada do crescimento
de células pode ser concluida nesta fase, pela deplecdo de fatores de crescimento ou
em condicbes de cultura sob alta densidade celular. O estado de parada de
crescimento reversivel (G0), € um processo ativo que envolve a expressao e atividade
de produtos de genes de parada de crescimento. Sob estas condigbes, um programa
intrinseco de expressdo genica é induzido e genes envolvidos na parada de
crescimento comecam a ser altamente expressivo (STEBEL et al., 2000).

O lodeto de Propidio (PlI) é wum fluorocromo que se intercala
estequiométricamente as duplas fitas de DNA na célula. Células diploides que néo
estejam replicando (Fases GO/G1 do ciclo celular) possuem contetudo de células 2n,

emitindo sinais de menor intensidade que as células situadas na fase S, durante a qual
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ocorre 0 aumento do conteudo de DNA. Células em fase S, por sua vez, geram sinais
de menor intensidade que aquelas situadas em G2/M até que completem a replicagédo
do conteudo de DNA para 4n, que permanece assim durante a fase G2 até a mitose, na
gual cada célula mée se origina em duas células filhas. As células situadas no pico
hipodipléide (Sub-G1), possuem conteudo de DNA fragmentado, caracteristico de
eventos da morte celular. Todos os sinais gerados sao amplificados e convertidos pelo
aparelho em pulsos, permitindo a construcao dos graficos de distribuicdo das células no
ciclo celular. Considerando a existéncia de uma relacdo proporcional entre 0 aumento
do contetdo de DNA e a area do pulso gerado (STEBEL et al., 2000).

As atividades dos complexos ciclina-CDK séo reguladas por fatores chamados
de inibidores de CDK-S. Existem duas classes principais de inibidores, familias Cip/Kip
e Ink-4/ARF. Dentro da falilia Clip/Kip destacam-se o P21, P27 e P53. Inibidores estes
gue funcionam como supressores do tumor e estdo frequentemente alterados em
tumores. A atividade transcricional de P21 esta sob o controle da proteina P53. A
proteina P21 também compete com a ciclina D com a mesma intencdo de provocar a
parada do ciclo celular. A P27 responde aos seus supressores de crescimento e
compete com o complexo E7CDK-2, também provocando uma parada do ciclo celular
no ponto de restricdo G1/S (SHWABE et al., 2003).

Os membros da familia Bcl-2 regulam a apoptose. Esta familia inclui membros
pré-apoptoticos (Bax e Bad) e anti-apoptético (Bcl-2) possui cerca de vinte proteinas ja
identificadas, cada uma delas com duas ou mais isoformas. Dentre essas proteinas Bcl-
2, Bcl-XL, VI-W, mcl-1 tem funcao antiapoptética. Na mitocdndria, durante a apoptose,

algumas modificacdes dessas proteinas podem ocorrer (ZHANG et al., 2004).

3.7 TAMANHO E GRANULOSIDADE CELULAR

Os eventos celulares registrados pelo aparelho sdo apresentados como

hitogramas e citogramas.
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O citograma representa caracteristicas de tamanho celular relativo (FSC: Fowrd
Scatter Chanel) no eixo “X” e de granulosidade/complexidade relativas (SSC: Side
Scatter Chanel) no eixo “Y” das células avaliadas. Partindo da avaliagdo do citograma,
foram identificadas duas diferentes populacdes, nomeadas como Gate 1 e Gate 2 (R1 e
R2), R1 com tamanho e granulosidade/complexidade menor que as células
encontradas no R2.

O histograma registra as emissdes ou intensidade de fluorescéncia do evento ou
estimulo avaliado na populacéo celular selecionada nos gates. O programa Cell Quest
Pro® inserido em um computador Macintosh do Citometro resumiu por estatistica
descritiva, a intensidade de fluorescéncia originada por cada populacdo quando foi ou

nao estimulada.

3.8 METODO COLORIMETRICO —= MTT

A verificacdo da viabilidade celular pelo uso de corantes vitais € um dos
parametros empregados como o MTT. O MTT é um sal amarelo soluvel metabolizado
pelo succionato desidrogenase que é presente na mitocondria, transformando-se em
um produto azul soluvel. O vermelho neutro em pH fisiologico passa facilmente através
da membrana plasmatica e se concentra no interior dos lisossomos. A perda deste
gradiente de pH por mortalidade e.mobilidade da célula ou da perda da permeabilidade
da membrana inibe a incorporacdo destes corantes (HARBELL et al., 1997).

A interacdo entre células e biomateriais por meio do teste de MTT, sendo esta
técnica uma vantagem, pois esta técnica possui a capacidade de identificar a alteracdo
no metabolismo e ndo fungdo celular decorrente do contato entre as células e os
materiais mesmo na auséncia de morte celular (CIAPETTI et al., 1996).

Existe outra técnica para elevada quantificagdo das amostras utilizadas. Nesta
técnica, as células sdo semeadas em microplacas e a viabilidade celular é avaliada por
métodos colorimétricos, utilizando a reducdo do MTT ou a incorporagdo do vermelho

neutro, os quais sao quantificados por espectofotometria. Esta técnica é rapida e



39

guantitativa, pois permite avaliar varias concentracdes do produto e calcular a
concentracdo que causa 50% de morte celular. Desde entdo, varios estudos
comparando o uso do vermelho neutro com o MTT (BABICH; BABICH, 1979;
BORENFREUD; PUERNER, 1985; HOCKLEY; BAXTER, 1986; BORENFREUD et al.,
1988; BABICH; BORENFREUD, 1992; TSUTSUI et al., 1994; OLIVIER et al., 1995).

Experimentos demonstram que ao usar simultaneamente o vermelho neutro,
MTT e o cristal violeta para a analise de crescimento celular e de viabilidade, o0 método
pode ser util na avaliacdo da citotoxicidade de substancias mediadas por diferentes
mecanismos, levando a diferentes respostas e ainda, 0 uso de varios tipos de avaliacao
evitam resultados duvidosos. Estudos comparando simultaneamente a viabilidade e o
crescimento celular utilizando os corantes vermelho neutro e o amino black
respectivamente, mostraram boa correlacao com a combinacao dos dois métodos no
mesmo ensaio, resultando em informacoes tanto sobre a viabilidade como sobre o
numero e células (CIAPETTI et al., 1996).

3.9 RODAMINA 123

A Rodamina, 123 pode ser utilizada para a visualizagdo de mitocondrias
(HALLAP, 2005). Ela € captada através da energia liberada durante as reagbes de
oxidacdo na cadeia respiratéria mitocondrial que é armazenada como um gradiente
eletroquimico que consiste de um potencial elétrico trans-membrana (Aw) negativo
dentro de cerca de 180-200 mV, e de um gradiente de préton de uma unidade. Esta
energia é capaz de conduzir a sintese de ATP para ser utilizada como combustivel nos
processos celulares. Catios lipofilicos membrana permeavel, denominados de sondas,
acumulam-se em células vivas, organelas e lipossomos exibindo um potencial de
membrana negativo e vem sendo utilizados para decifrar o mecanismo de regulacéo e
controle da transducdo energética. Estas sondas incluem aquelas que apresentam

atividade optica e fluorescente apés acumulacdo em sistemas energizados, sondas
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radio-coradas e sondas ndo coradas utilizadas com elétrons especificos
(COSSARIZZA, 2007).

3.10 PEROXIDACAO LIPIDICA (LPO)

Efeitos téxicos do oxigénio sobre componentes biologicos séo resultantes de
oxidacdo de componentes celulares como tidis, cofatores enzimaticos, proteinas,
nucleotideos e lipidios, principalmente acidos graxos poli-insaturados (AGPI), mediados
por ERO e espécies reativas de nitrogénio (ERN), conhecidas genericamente como
radicais livres (RL). A reacdo destas espécies com 0s AGPI presentes nas membranas
celulares e lipoproteinas, inicia um processo em cadeia conhecido como peroxidagcao
lipidica ou lipoperoxidacédo (LPO), que pode ser avaliado e utilizado como indicador do
stress oxidativo celular (LIMA; ABDALLA, 2001; ANTUNES et al., 2008).

A LPO consiste em uma cascata de eventos bioquimicos resultantes da a¢éao dos
RL sob os lipidios insaturados das membranas celulares, levando a destruicdo de sua
estrutura, faléncia dos organismos de troca de metabdlitos e, numa condicao extrema, a
morte celular. Os RL (Moléculas que contém um ou mais elétrons pareados) e as ERO
pode contribuir para o aparecimento de doencas ou estarem presentes em situacdes de
toxicidade. O cancer, as doencas inflamatérias ou neurodegenerativas como o mal de
Parkinson e o mal de Alzheimer, o envelhecimento, o alcoolismo, e a deficiéncia de
Vitamina E, assim como de outros minerais, sdo alguns exemplos de situagcbes onde
pode existir o envelhecimento de RL (JORDAO et al., 1998; LEE et al., 2000).

A LPO constitui o evento citotoxico priméario que desencadeia uma sequencia de
lesBes na célula. As alteracdes nas membranas levam a transtornos da permeabilidade,
alterando o fluxo i6nico e o fluxo de outras substancias, o que resulta na perda da
seletividade para entrada e, ou saida de nutrientes e substancias toxicas e a célula,
alteracbes do DNA, oxidacdo da Lipoproteina de baixa intensidade (LDL) e
comprometimento dos componentes da matriz extracelular como proteoglicanos,
colagenos e elastina (LIMA; ABDALLA, 2001).
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Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das ERO, porém a
membrana € um dos mais atingidos e sofre mais alteracbes na sua estrutura e
permeabilidade pela LPO. Essa decomposicdo de peroxidos lipidicos produz ampla
variedade de produtos finais, um dos quais é o malonaldeido (MDA — C3H140,), que
possui atividade genotdoxica e citotoxica, encontrando-se em niveis elevados em
algumas patologias associadas ao stress oxidativo, portanto é considerado um
marcador confiavel de LPO (TURGUTA et al., 2006; ANTUNES et al., 2008). A GSH é
um tripeptideo, que contém cisteina e o tiol ndo proteico é mais abundante nas ceélulas
dos mamiferos. Concentracdes baixas de GSH tem sido encontradas em algumas
doencas, como Alzheimer e AIDS e estdo associadas ao maior risco de stress oxidativo
e a ocorréncia de infec¢des oportunistas. Portanto, a GSH atua de maneira importante
na protecdo celular contra mudangas no quadro oxidativo e na defesa contra
xenobioticos. Variagcdes nos niveis de GSH afetam diretamente a sintese proteica, e
esta também pode ser perdida de modo irreversivel em situagdes de stress oxidativo
muito intenso, permanecendo na forma oxidativa e ndo sendo novamente reduzida
(JORDAO et al., 1998; WU et al., 2004).

Alguns autores consideram a GSH mais do que um antioxidante, propondo que
pode exercer funcdes do tipo neuromodulador e/ou neurotransmissor. Seus estudos
confirmam que a deple¢do da GSH contribui para a o aparecimento de stress oxidativo,
representando uma causa primaria de neurodegeneracdo e apoptose, devida a
alteracdes nas funcdes redox da mitocondria. A deplecdo do GSH e as modificacdes
posteriores das proteinas devidas a glutationilacdo ndo sao apenas um subproduto do
stress oxidativo produzido durante a morte celular, mas constituem reguladores criticos
do processo apoptético (NICOLE et al., 1998; FRANCO; WU et al., 2004; CIDIOWSKI,
20009).
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4 MATERIAL E METODO

Foram obtidas dez (20) nadadeiras de tubardo azul adulto proveniente da
empresa KODEN Industria e Comercio de Importacdo e Exportacdo Ltda., Santos-SP.
Aprovado pelo Comite de Etica protocolado sob n°2384.

Amostras das nadadeiras foram coletadas e fixadas em formalina tamponada a
10% para analise de microscopia de luz. As mesmas regifes também foram colhidas

em nitrogénio liguido para analise em citdmetro de fluxo.

4.1 AVALIACAO MACROSCOPICA

Foram mensuradas medidas classicas para as nadadeiras de tubardes segundo
(COMPAGNO, 1984 e 2003). As medidas foram mensuradas com o auxilio de uma fita
métrica sendo mensurada a margem anterior, base, altura e base mais a ponta livre das

nadadeiras.

4.2 AVALIACAO MICROSCOPICA

As amostras para microscopia foi armazenado em formol tamponado 10%.
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4.2.1 Fixacdo e processamento das amostras para microscopia de luz (paraplast

embedding media — paraplast plus, Oxford lab., USA)

As nadadeiras coletadas foram recortadas em cubos com lados medindo
aproximadamente 0,5cm e colocados em solucdo fixadora de formalina tamponada a
10%, permanecendo por 24-48 horas para completa fixacdo. Em seguida o material foi
desidratado em série de etandis em concentragdes crescentes (de 70 a 100%) e
diafanizado em xilol, com posterior inclusdo em paraplast Os cortes sob laminas foram
corados com HE e picrossirius. Fotodocumentados no microscopio OLYMPUS modelo
BX60 e a camera modelo AxioCam HCr, marca ZEISS. A fotomicrografia foi feita
através do programa KS400, 3.4 da marca ZEISS, ano 2000.

4.3 COMPOSTOS DA CARTILAGEM

O composto da nadadeira do Tubardo Azul foi preparado no Laboratério de
Bioquimica do Instituto Butantd. Esse composto foi preparado de uma nadadeira inteira
descarnada e previamente congelada a -4°C.

Foram cortados com o auxilio de um bisturi numero 5 os raios e os elementos
radiais e a ponta livre da nadadeira, seguindo as linhas que os separam.

Os fragmentos foram envolvidos em papel manteiga e mergulhado em nitrogénio
liquido para um congelamento rapido. Em seguida foi macerado com o auxilio de um
martelo comum de 20 cm de comprimento.

Logo apos o “p6” de nadadeira foi colocado em um Becker acondicionado em um
recipiente com gelo, onde foi adicionado 3 ml de PBS (Perbolato de Sodio) e
homogeneizado com um auxilio de uma espéatula.

O composto foi filtrado com o auxilio de um filtro de 22 pum, aliquotado e

congelado em um freezer a -4°C.
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4.4 ANALISE DA QUANTIFICACAO PROTEICA DO COMPOSTO DA CARTILAGEM
PELO METODO BRADFORD

O composto das nadadeiras de tubardo foi descongelado diluido em
concentracdes de 100%; 50%; 25%; 10% e 5%) e desta concentracao foi colocado 20
ul em 5 (cinco) pocos da placa de Wells. Adicionado; 10ul; 50ul; 100ul; 150ul; 300ul de
BSA e 230 ul do BRADFORD em cada poc¢o. Numa outra fileira foi distribuido (1000;
990; 950; 900; 850; 800; 750 e 700 ) de H,0 destilada e adicionado o BSA para igualar
a quantidade em (ml) em todos os pocgos permite a analise da curva da calibragdo da
albumina. A analise da curva de calibragdo da albumina e proteina total foi realizado

em leitor de ELISA em comprimento de onda de 540 nm.

4.5 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR PELO METODO COLORIMETRICO MTT
COMPOSTO DA CARTILAGEM

O composto das nadadeiras de tubardo foi separado em diluicbes seriadas
(100%; 50%; 25%; 12,5%; 6,25%; 3,12%; 1,56%; 0,78%; 0,39% e 0,19%) e testada em
Tumor de mama murina, Fobrobrastos e Tumor de mama de cdo para analisar a
viabilidade celular das células pelo método colorimétrico do MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
1)2,5-difenil tetrazolim brometo]. Este método é baseado na redugcdo do MTT a cristais
de formazan pelas células vivas. Foram adicionados 10 mL de MTT (5 mg/mL) e 90 mL
de meio RPMI 1640 completo as células e estas incubadas por 3 horas em estufa
contendo 5% de C02 a 37°C. Apdés este periodo, o meio foi removido. Acrescenta-se
100 ml de metanol para dissolver os cristais de formazan formados e precipitados. A
guantificagcdo da absorbancia foi realizada em leitor de ELISA com comprimento de
onda de 540nm. Através deste ensaio colorimétrico foi avaliada a citotoxicidade do
composto em linhagens tumorais de melanoma B16F10, e a determinacdo matemética

pela equacéo da reta para a definicdo da concentracéo inibitoria (IC50%).
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4.6 DETERMINACAO FASES DO CICLO CELULAR VIAS DE MORTE CELULAR E
ATIVIDADE CELULAR DA NADADEIRA DO TUBARAO

Para obtencdo das células das nadadeiras de tubardo os fragmentos
armazenados em nitrogénio liquido foram descongelados e realizados a digestdo dos
tecidos pela colagenase. Estas células foram separadas em tampdo citrato pH 7,6,
processadas de acordo com a técnica descrita por Vindelov e filtradas em redes de 30
pm (Spectra Mesh Nylon Filters) para separar as células do estroma e dos debris
celulares. Rapidamente as células foram incubadas com 30 mg/mL de tripsina (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) por 10 min a temperatura ambiente. Inibidor de
tripsina 5 mg/mL de tripsina (Sigma Chemical Co) e 0,1 mg/mL de ribonuclease A
(Sigma Chemical Co.) adicionados por 10 minutos para uma o6tima resolucdo do DNA.
Finalmente serdo adicionados 415 pug/mL de iodeto de propidio (Sigma Chemical Co.)
por 15 min antes da analise no citbmetro e 5 ul de solugdo Rodamina. Foi avaliada fase
do ciclo celular e a morfologia celular pelo programa MODFIT e a Rodamina. Foi
calculada pelo programa WINMdi2.9.

4.7 CULTURA CELULAR DOS TUMORES E FIBROBLASTOS

Linhagens de células de tumor mamario de Ernich (TAE) e tumor de mama
canino (TMC) e células de fibroblasto humano (FN1) foram adquiridos do banco de
célula do Laboratério de Biofisica e Bioquimica do Instituto Butantan. O Tumor de
mama de cdo, foi doado pelo laboratério de células troncos do Departamento de
Anatomia dos Animais Domeésticos e Silvestres da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo. Passaram pelo processo de
descongelamento rapido em banho-maria 37°C e foram cultivadas em frascos de
cultura de 75 cm? em RPMI, suplementado com 10% de soro fetal de bovino
(VITROCELL), 1% de antibiéticos penicilina e estreptomicina (GIBCO) 1% de &cido
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piravico (GIBCO), pH 7.4, em estufa a 37 © com CO, a 5% umidificada. Apos 72 horas
de aderéncia e de confluéncia, as células foram tripsinizada centrifugadas e
ressuspendida em solucéo fisiolégica para serem aplicadas nos animais experimentais.
Para contagem e avaliacédo de viabilidade celular foi utilizado o corante azul de Tripan e

camara de Neubauer.

4.8 ANALISE DAS FASES DO CICLO CELULAR DO CULTIVO CELULAR TRATADA
COM COMPOSTO DA NADADEIRA DO TUBARAO

As células em cultivo foram tripsinizadas, centrifugadas durante 10 minutos a
1200 rpm, o sobrenadante foi descartado, e as células ressuspendidas em tamp&o
(Facs Flow — BD) para a citometria. As células foram centrifugadas novamente durante
3 minutos a 1200 rpm e descartado o sobrenadante. As células foram ressuspendidas
em 1 ml de etanol 70% RNAse, transferidas para microtubulos e armazenadas a uma
temperatura de -20% C.

As amostras fixadas e armazenadas previamente foram centrifugadas a 1200
rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, as células ressuspendidas em 1 ml
de tampdo de citometria e novamente centrifugado. Apdés a centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em solucdo de PI, preparada
a partir de 5 mL de PBS (tampéo fosfato de sodio pH=7,4), ao qual foram adicionados
50 uL de RNAse (2 mg/mL) e 20 pL de lodeto de propidio (5mg/mL). Em seguida
realizou-se a aquisicdo dos dados em Citometro de Fluxo FACSCalibur em 10.000

eventos, e para andlise foi utilizado o programa Win Mdi 2.8
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4.9 DETERMINACAO IN VITRO DE PRODUTOS DE RADICAIS PEROXIDADOS DOS
LIPIDICOS POLIINSATURADOS (LPO) DO TRATAMENTO

Os sobrenadantes das culturas celulares utilizados apos confluéncia em média
de 80% para a metodologia do MTT, foram recolhidos antes do teste de citotoxicidade
MTT e congeladas imediatamente a -20° C até o momento da analise da peroxidacéo
lipidica.

A quantificagdo da peroxidagédo de lipideos em culturas celulares é baseada na
formacéo de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS), predominantemente
o malondialdeido (MDA), que ocorre apos a lipoperoxidacdo das membranas celulares.
Estas substancias produzem uma coloragdo caracteristica que é medida através da
espectrofotometria.

As amostras foram descongeladas em temperatura ambiente. Em microtubo foi
adicionado 50 pL da amostra com 250uL de acido tricloroacético (TCA) 20%. Em outro
microtubo, foi adicionada 50uL da mesma amostra juntamente com 250uL de acido
tiobarbitarico (TBA) 0,86%. Os microtubulos foram colocados em “banho-maria” (100°
C) por 20 minutos, seguido de resfriamento a 0°C por 20 minutos. Os microtubulos
foram centrifugados a 8000 rpm por 4 minutos e o sobrenadante foi utilizado para a
guantificacao das TBARS. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro no comprimento
de onde de 535 nm.

O célculo da medida de lipoperoxidacao foi realizado descontando o valor do
branco respectivo de cada série, subtraindo a absorbancia da séria de TBA da média
da séria de TBA e dividindo-se pelo coeficiente molar do MDA. Os resultados foram

expressos em nmoles de MDA por mililitro.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas pelo método de variancia ANOVA
seguido de testes comparativo multiplo de TUKEY-KRAMER. Os valores foram
expressos em media e desvio padrdo, considerando-se como valore significantes p <
0,05.
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5 RESULTADOS

Os resultados abaixo se referem as metodologias utilizadas para a realizagdo
deste estudo

5.1 AVALIACAO MACROSCOPICA

Foram avaliados a morfometria e anatomia da nadadeira de tubardo

5.1.1 Morfometria

As nadadeiras dorsais foram mensuradas e observou que nas nadadeiras
integras (semiumidas) a margem anterior, medida desde a origem até o 4pice, teve em
meédia 20 cm de comprimento (Figura 1A), a base da nadadeira, medida desde a origem
até a intersecgdo, teve em média 7,5 cm de comprimento (Figura 1B), a medida desde
a origem até a ponta livre da nadadeira dorsal teve em média, 12,5 cm de comprimento
(Figura 1C), e a altura da nadadeira, desde a base até a ponta do apice em linha reta

teve em média 7,7 cm de comprimento (Figura 1D).
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Figura 1 - Vista lateral da nadadeira dorsal semiimida do Tubar&o azul (Prionace glauca)

Fonte: MALAVASI-BRUNO, C.E., 2011.
Legenda: A: margem anterior; B: Comprimento da base; C: Comprimento total; D: Altura.

A nadadeira descarnada, a margem anterior, medida desde a origem até o apice,
teve em média 9 cm de comprimento (Figura 2A), a base da nadadeira, medida desde a
origem até a intersecc¢éo, teve em média 8,5 cm de comprimento (Figura 2B), a medida
desde a origem até a ponta livre da nadadeira dorsal teve em média, 10 cm de
comprimento (Figura 2C), e a altura da nadadeira, desde a base até a ponta do apice
em linha reta teve em média 4,5 cm de comprimento (Figura 2D).

Os elementos radiais foram maiores quando contados a partir do segundo raio
ao décimo segundo, sendo menor com pouco menos de 1 cm quando servido como
base para o segundo raio dérmico, contado da origem a ponta livre da nadadeira. O
ponto mais alto dos raios dérmicos, com pouco menos de 2,5 cm ocorrem quando

servido de base para o sétimo raio dérmico.
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A medida total sem a divisdo entre os raios dérmicos e os elementos radiais, foi

de 1,5 cm de altura minima e 5 cm de altura maxima.

Figura 2 - Vista lateral da nadadeira dorsal semiimida descarnada do Tubar&o azul (Prionace glauca)

Fonte: MALAVASI-BRUNO, C.E., 2011.

Legenda: A: Margem anterior; B: Comprimento da base; C: Comprimento total; D: Altura.

5.1.2 Anatomia

A nadadeira integra, apresenta um padrdo de forma triangular. A pele é de
coloracdo acinzentada e textura aspera (Figura 3A). Macroscopicamente € visivel raios
na regido superior da nadadeira (Figura 3B), o que demonstra que as nadadeiras
possuem finos raios de origem muscular que é encontrado conforme € feito o descarne

manual das nadadeiras, porém, ndo é visto em nadadeiras descarnadas
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industrialmente. A nadadeira também possui uma ponta posterior cuja sua base ndo é

totalmente fixa ao corpo do animal.

Figura 3 - Vista lateral da nadadeira dorsal semiimida integra do Tubardo azul (Prionace glauca)

Fonte: MALAVASI-BRUNO, C.E., 2011.
Legenda: A: Epiderme; B: Raios; C: Ponta livre da nadadeira dorsal.

Quando feita a disseccdo da nadadeira dorsal a partir de sua base, pode-se
visualizar uma fina camada da epiderme (Figura 4A), uma camada mais grossa e

branca de derme (Figura 4B). Abaixo da derme encontra-se uma camada grossa de
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musculatura (Figura 4C). Entre as camadas de pele e de musculatura, encontram-se os
elementos radiais (Figura 4D).

Na regido da origem, a nadadeira apresenta uma camada mais clara e espessa,
com coloragéo e consisténcia semelhante a uma camada grossa de epiderme protegida

por uma fina camada de derme (Figura 4E).

Figura 4 - Vista ventral da nadadeira dorsal semiimida integra do Tubardo azul (Prionace glauca)

Fonte: MALAVASI-BRUNO, C.E., 2011.
Legenda: A: Epiderme; B: Derme; C: Musculatura; D: Elemento Radial; E: Camada grossa de Epiderme.

Quando vistas as amostras semiumidas dissecadas a regido da margem anterior
da nadadeira dorsal € levemente inclinada em direcdo a margem posterior, formando
um apice no meio da nadadeira. A regido superior da nadadeira possui 0s raios

dérmicos (Figura 5A).
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Em todas as amostras, foram encontrados aproximadamente 15 raios dérmicos,
gue estavam interligados através de uma fina membrana interligam os raios dérmicos
(Figura 5B).

Logo abaixo dos raios dérmicos, existe uma evidente divisdo feita por uma linha
gue os separam dos elementos radiais (Figura 5C). Esta linha que liga os elementos
radiais e os raios dérmicos forma uma leve curva quando vistos da parte anterior a
posterior da nadadeira dorsal.

A margem posterior da nadadeira dorsal apresenta um leve aclive onde na ponta
se forma um pedunculo, a ponta livre da nadadeira dorsal, que ndo possui ligacdo a
coluna do animal (Figura 5 D).

Os elementos radiais (Figura 5 E) estdo dispostos abaixo dos raios dérmicos,
servindo assim de base para os mesmos, sendo sua propria base os elementos
dérmicos basais.

Assim como o0s raios dérmicos, o0s elementos radiais possuem uma fina
membrana onde se ligam entre si e ligam-se aos raios dérmicos (Figura 5F).

Os raios dérmicos sdo menores quando contados da origem da nadadeira em
direcdo ao apice, sendo o primeiro raio dérmico o menor, medindo em média 1,5 e o
décimo quarto raio dérmico o maior medindo em média 3 cm. ApOs o apice o tamanho
decai, voltando a aumentar na ponta livre da nadadeira.

Os elementos radiais estavam ausentes no inicio das nadadeiras, aparecendo
somente abaixo do segundo raio dérmico ao décimo segundo raio dérmico, sendo
ausentes abaixo dos trés ultimos raios, onde faz parte o conjunto de raios dérmicos da

ponta livre da nadadeira dorsal.
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Figura 5 — Vista lateral da nadadeira dorsal semilimida descarnada do Tubar&o azul (Prionace glauca)

Fonte: MALAVASI-BRUNO, C.E., 2011
Legenda A: Ponta livre da nadadeira; B: Raios Dérmicos; C: Elemento Radial; D: Membrana que interliga
0s raios dérmicos; E: Divisdo entre o elemento radial e o raio dérmico; F: Membrana que interliga os

elementos radiais.

5.2 MICROSCOPIA DE LUZ

A histologia da nadadeira de tubardo-azul é constituida de cartilagem tipo hialina,
revestida por uma camada de pericbndrio que € revestida de uma tunica de tecido
conjuntivo denso e ndo modelado.

Os cortes longitudinais dos elementos radiais na porgao interna se observaram a
presenca de condrécitos, matriz cartilaginosa, regifes circulares com acumulos de
cartilagem calcificada e na regidao mais externa o pericondrio.

Nos cortes transversais os acumulos de cartilagem calcificada aparecem como
tubulos dispostos na periferia.

A avaliacdo dos raios dermicos procedeu-se, por serem mais longos, em duas
etapas, sendo a primeira proximal ao elemento radial e a segunda longitudinal ao
elemento radial. Na regido proximal ao elemento radial, pode-se observar uma
conformacgdo bastante complexa de um semi-anel de cartilagem envolvendo uma

massa centro-posterior fibrosa. Na regido periférica 0 mesmo pericondrio encontrado no



56

elemento radial se envolve a totalidade da cartilagem. As porgbes tubulares de
cartilagem calcificada sdo encontradas apenas na porcdo distal do raio dérmico,

apresentando as mesmas caracteristicas do elemento radial (Figura 6 A, B, C, D, E, F).
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Figura 6 - Fotomicroscopia da cartilagem da nadadeira do Tubardo-azul (Prionace glauca), utilizando a

técnica de Hematoxilina Eosina (HE)

Fonte: MALAVASI-BRUNO, C.E., 2012.

Legenda: A: Pericondrio, Cartilagem Calcificada e Condrdcito; B: Pericondrio, Cartilagem Calcificada (cc)
e Condrdcito (c); C: Dais tipos de pericdndrio e condrdcitos; D:Pericondrio e condrécito; E: Pericéndrio
F: Condrocitos
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Com a coloracdo de picrossirius red observou-se as fibras colagenas do tipo |
(coloracdo vermelho-brilhante), com fibras compactas entre si e paralelas ao
comprimento do corpo no entorno da cartilagem hialina.

O pericondrio € constituido de colageno que reveste a cartilagem hialina das
nadadeiras. Quando visto pela técnica de Picrossirio red, foi possivel identificar que a
zona que liga os elementos radiais que sdo compostos por uma regido rica em fibra
imatura de colageno de tipo Il (Coloragcdo amarela), que apresentam fibras mais finas,
difusas e dispostas quase que perpendicularmente as fibras de colageno do tipo
I.(Figura 7B).

Pode-se observar também que na regido mais central da cartilagem foi
encontrada uma regido que apresentava uma regido com colageno de tipo Il (Figura
7H).

O pericondrio da cartilagem é fibrosa e composta de fibras de colageno do tipo I
e do colageno de tipo | (Coloragédo vermelha) paralelas a este (Figura 7D). Sendo que a
regido externa (periferia) que ligam os raios dérmicos € formada por colageno de tipo |
(Coloragdo vermelha),do tipo Il (Amarelo-alaranjado) e tipo Il (Coloragdo verde),
(Figura 7 F).
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Figura 7 - Fotomicrografia da cartilagem da nadadeira dorsal do Tubardo-azul (Prionace glauca).

T8 - = . T

TR

Fonte: SALMON, T., 2012.
Legenda: Elemento Radial visto por picrossirius red (A e C) e sob luz polarizada (B e D); Raios Dérmicos

visto por picrossirius red (E, G e I) e sob luz polarizada (F,H e J).
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5.3 CITOMETRIA DE FLUXO

O resultado de tamanho, granulosidade, citotoxidade e fase do ciclo celular das

células foram obtidos pela Citometria de fluxo.

5.3.1 Tamanho celular e granulosidade das células d a cartilagem de tubaréo

O tamanho e granulosidade celular foram feitas com as células de cartilagem do

elemento radial e com as células de cartilagem do raio dérmico.

5.3.1.1 Elemento Radial

Foram encontradas uma populacdo de 65% de células de menor complexidade e
granulosidade (R1) e uma populacao celular de 35% de células de maior granulosidade
e complexidade (R2).

Os graficos obtidos pela citometria de fluxo da suspensdo das celular do
Elemento Radial demonstraram células de tamanhos distintos:

A primeira com pequeno volume e pouca granulosidade no citoplasma.

A segunda populacédo, com grande volume e muita granulosidade no citoplasma,
como demonstrado no grafico abaixo.

O histograma abaixo demonstra a concentracdo de celulares, de tamanho e

granulosidade em suspencédo do elemento radial.
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Figura 8 - Morfologia (tamanho e granulosidade) das células de Elemento Radial da nadadeira dorsal do

Tubardo Azul (Prionce glauca)
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Fonte: MALAVASI-BRUNO, C.E., 2012.
Legenda: A: Amostra 1; B: Amostra 2; C: Amostra 3 e D: Amostra 4

5.3.1.2 Raios Dérmicos

Foram encontradas uma populacao de 68% de células de menor complexidade e
granulosidade (R1) e uma populacao celular de 30% de células de maior granulosidade

e complexidade (R2).
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Os gréaficos obtidos pela citometria de fluxo da suspensdo das celulas do
Elemento Radial demonstraram células de tamanhos distintos:

A primeira com pequeno volume e pouca granulosidade no citoplasma.

A segunda populacdo, com grande volume e muita granulosidade no citoplasma,
como demonstrado no grafico abaixo.

O histograma abaixo demonstra a concentragao de celulares, de tamanho e
granulosidade em suspencéo do raio dermico.

Figura 9 - Morfologia (tamanho e granulosidade) das células de Raio Dérmico da nadadeira dorsal do
Tubardo Azul (Prionce glauca)
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Fonte: MALAVASI-BRUNO, C.E., 2012.

Legenda: A: Amostra 1; B: Amostra 2; C: Amostra 3 e D: Amostra 4.
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5.4 POTENCIAL ELETRICO E FUNCIONAL DA MEMBRANA MITOCONDRIAL
(RODAMINA 123) DA CARTILAGEM DO TUBARAO

A integridade e o potencial elétrico da membrana mitocondrial foram avaliados
pela incorporacdo da rodamina 123 (Rho-123) em células de cartilagem do elemento
radial e do raio dérmico da nadadeira dorsal de tubardo-azul pelo método de citometria

de fluxo.

5.4.1 Elemento Radial

O Elemento Radial apresenta uma média de 90% de células ativas e uma média
de 10% de células inativas em todas as amostras (Gréfico 1).

Os histogramas representativos do potencial elétrico mitocondrial das quatro
amostras obtidas do Elemento Radial da nadadeira dorsal do Tubar&do-Azul (Prionace
glauca), obtido por Citometria de Fluxo. Onde se pode notar um alto numero de células

ativas demostrado pela barra M1 do histograma (Figura 10).
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Gréfico 1 - Grafico de barras das medidas e desvio padrdo da atividade do potencial elétrico da
membrana mitocondrial do Elemento Radial da nadadeira dorsal do Tubardo-Azul (Prionace
glauca) teste de Variancia de ANOVA (***p < 0.001)
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Fonte: MALAVASI-BRUNO, C.E., 2012.
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Figura 10 - Histograma representativo do potencial elétrico mitocondrial do Elemento Radial da nadadeira

dorsal do Tubardo-Azul (Prionce glauca)
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Fonte: MALAVASI-BRUNO, C. E., 2012.
Legenda: A: Amostra 1; B: Amostra 2; C: Amostra 3; D: Amostra 4.

5.4.2 Raios Dérmicos

O Raio Dérmico apresenta uma média de 95% de células ativas e uma media de
15% de células inativas em todas as amostras (Grafico 2). Sendo este valor
aproximadamente 5% a mais que nos elementos radiais.

Os Histogramas representativos do potencial elétrico mitocondrial das quatro
amostras obtidas do Raio Dérmico da nadadeira dorsal do Tubardo-Azul (Prionace
glauca), obtido por Citometria de Fluxo. Onde se pode notar um alto numero de células

ativas demostrado pela barra M1 do histograma (Figura 11).
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Gréfico 2 - Grafico de barras das medidas e desvio padrdo da atividade do potencial elétrico da
membrana mitocondrial do Raio Dérmico da nadadeira dorsal do Tubar&o-Azul (Prionace glauca)
teste de Variancia de ANOVA (***p < 0.001)
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Fonte: MALAVASI-BRUNO, C. E., 2012.
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Figura 11 - Histograma representativo do potencial elétrico mitocondrial do Raio Dérmico da nadadeira

dorsal do Tubardo-Azul (Prionce glauca)
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Fonte: MALAVASI-BRUNO, C. E., 2012.
Legenda: A: Amostra 1; B: Amostra 2; C: Amostra 3; D: Amostra 4.

55 CICLO CELULAR DAS CELULAS DE CARTILAGEM DA NADADEIRA DE

TUBARAO

O delineamento experimental utilizado para a avaliacdo das fases do ciclo celular

foi preconizado pelo método do iodeto de propideo que se incorpora/intercala as fitas
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de DNA. Foram avaliadas separadamente as populagbes de células cartilagineas

contidas no ciclo celular e as células mortas ou as que apresentaram DNA fragmentado.

5.5.1 Elemento Radial

O Ciclo celular determinou a porcentagem das células nas fases sub-G1 ou
apoptose, GO/G1 onde sdo encontradas células quiescentes e fase G2/M, onde séo
encontradas células com capacidade proliferativa.

O Elemento Radial apresentou aproximadamente 5% de células em fase Sub-
G1. Ja na fase GO/G1 esta porcentagem foi maior, sendo de aproximadamente 85% de
células, ou seja, maior quantidade de células quiescentes. Na fase S houve uma
diminuicdo, sendo de aproximadamente 15% de células nesta fase. Na Fase G2/M
houve uma queda ainda maior, compreendendo aproximadamente 6% das ceélulas
nesta fase (Grafico 3).

Os Resultados do Ciclo Celular e as Fases Sub-G1, GO/G1, S e G2/M estéo
apresentados no histograma da (Figura 12).
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Gréfico 3 - Fases do Ciclo celular do Elemento Radial da Nadadeira de Tubaréo, teste de Varidancia de

ANOVA (***p < 0.001)

100,000 - *okk
90,000 - T
80,000 -
70,000 -
60,000 -
50,000 -
40,000 -
30,000 -
20,000 - '|'
10,000 - | - I
1000 I I
Sub-G1 GO/G1 S G2/M
Fases do Ciclo Celular

® Elemento Radial

(%) Células (CNT)

Fonte: MALAVASI-BRUNO, C. E., 2012.
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Figura 12 - Ciclo Celular do Elemento Radial da Nadadeira do Tubardo Azul (Prionace glauca)
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Fonte: MALAVASI-BRUNO, C. E., 2012.
Legenda: A: Amostra 1; B: Amostra 2; C: Amostra 3; D: Amostra 4.

5.5.2 Raios Dérmicos

Os Raios dérmicos apresentaram aproximadamente 6% de células na fase Sub-
G1. Ja na fase GO/G1, houve um aumento para aproximadamente 9% de células nesta
fase. A fase S teve um percentual aproximado de 16% de células. Porém a fase G2/M
foi maior com aproximadamente 85% de células com alta capacidade proliferativa
(Gréfico 4).

A fase Sub-G1 dos Raios Dérmicos, apresentou um valor de aproximadamente

5% das células. Na fase GO/G1 a porcentagem de células foi de aproximadamente 9%.
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Na fase S a quantidade de células nesta fase foi de aproximadamente 9%. Porém na
fase G2/M o Raio Dérmico apresentou um numero maior de células com 85%.

Os Resultados do Ciclo Celular e as Fases Sub-G1, GO/G1, S e G2/M estao
apresentados no histograma da (Figura 13).

Gréfico 4 - Ciclo Celular dos Raios Dérmicos, teste de Variancia de ANOVA (***p < 0.001)
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Fonte: MALAVASI-BRUNO, C. E., 2012.
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Figura 13 - Ciclo Celular dos Raios Dérmicos da Nadadeira do Tubardo Azul (Prionace glauca)

Fonte: MALAVASI-BRUNO, C. E., 2012.
Legenda: A: Amostra 1; B: Amostra 2; C: Amostra 3; D: Amostra 4.

5.6 QUANTIFICACAO DAS PROTEINAS DO COMPOSTO DA NADADEIRA DE
TUBARAO ATRAVES DO METODO DE BRADFORD

Apoés o preparo do composto conforme descrito na metodologia, a quantificagdo
de proteinas feitas pelo método de Bradford demostrado pela curva padréo da proteina
aponta que a quantidade de proteinas encontradas no composto da nadadeira de

tubar&o atingiu um valo de R igual a 0,98 (Grafico 5).
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Gréfico 5 - Curva padrdo da proteina encontrada no Composto da Nadadeira de Tubar&o
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Fonte: MALAVASI-BRUNO, C. E., 2012.

Quanto ao fator de diluicdo, pode-se constatar que quando o composto foi
fracionada para uma concentracdo de %2, a quantidade de proteina foi de 2,25 ug/mL.
Quando fracionado para ¥ a quantidade de proteina cai para 1,79 pg/mL. Conforme a

CNT é fracionada, corre um declinio da curva (Grafico 6).

Gréfico 6 - Valor da diluicdo do composto CNT para a obtengdo da concentragdo em pg/mL
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1/2 1/4 1/10 1/20

Fator de diluigdo CNT

Fonte: MALAVASI-BRUNO, C. E., 2012.
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5.7 TESTES DE TOXICIDADE PELO METODO COLORIMETRICO MTT DO
COMPOSTO DA CARTILAGEM DA NADADEIRA DE TUBARAO IC 50%

5.7.1 Em células de fibroblastos FN1

A concentracdo do composto da nadadeira de tubardo capaz de inibir 50% da

atividade da célula de Fibroblastos foi de 54,63 pg/mL como demonstrado na gréfico 7,

guando adicionado o CNT nas células de fibroblastos.

Gréfico 7 - Concentragdo de IC 50% do Composto da Nadadeira de Tubardo aplicado em células de

Fibroblastos FN1
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Fonte: MALAVASI-BRUNO, C. E., 2012.
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A figura 14 demostra as células de Fibroblastos apds o tratamento com CNT.

Figura 14 - Cultura de células de FN-1, 24 horas apds o tratamento com o CNT

Fonte: MALAVASI-BRUNO, C.E., 2012.
Legenda: A: Controle; B: 44 ug/mL; C: 22 pug/mL; D: 11 pg/mL; E: 5,5 pg/mL; F: 2,75 pg/mL; G: 1,37
pg/mL; H: 0,68 pg/mL; I: 0,34 ug/mL; J: 0,17 pg/mL.
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5.7.2 Em células de adenocarcinoma de mama murina ( TAE)

A concentracdo do composto da nadadeira de tubardo capaz de inibir 50% da
atividade da célula de Tumor de mama murina (TAE) foi de 0,22 pg/mL como

demonstrado na grafico 8.

Gréfico 8 - Concentragdo de IC 50% do Composto da Nadadeira de Tubardo aplicado em células de

Tumor de mama murina (TAE)
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Fonte: MALAVASI-BRUNO, C. E., 2012.

A figura 15 demostra as células de Tumor de mama murina (TAE) apés o

tratamento com CNT.
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Figura 15 - Cultura de células de Tumor de mama murina (TAE), 24 horas ap6s o tratamento com o CNT

Fonte: MALAVASI-BRUNO, C. E., 2012.
Legenda: A: Controle; B: 44 pg/mL; C: 22 ug/mL; D: 11 pg/mL; E: 5,5 ug/mL; F: 2,75 pg/mL; G: 1,37
ug/mL; H: 0,68 pg/mL; I: 0,34 ug/mL; J: 0,17 ug/mL
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5.7.3 Em células de Tumor de mama canino(TMC)

A concentracdo do composto da nadadeira de tubardo capaz de inibir 50% da
atividade da célula de Tumor de mama canino foi de 6,25 pg/mL como demonstrado na

gréfico 9.

Gréfico 9 - Concentragdo de IC 50% do Composto da Nadadeira de Tubardo aplicado em células de

Tumor de mama canino
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Fonte: MALAVASI-BRUNO, C. E,, 2012.

A figura 16 demostra as células de Tumor de mama canino (TMC) apds o
tratamento com CNT.
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Figura 16 - Cultura de células de Tumor de mama de cdo (TMC), 24 horas apés o tratamento com o CNT

Fonte: MALAVASI-BRUNO, C. E., 2012.
Legenda: A: Controle; B: 44 ug/mL; C: 22 pg/mL; D: 11 pg/mL; E: 5,5 pug/mL; F: 2,75 pg/mL; G: 1,37
pg/mL; H: 0,68 pg/mL; I: 0,34 pg/mL; J: 0,17 pg/mL.
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5.8 CICLO CELULAR

5.8.1 Tumor de mama murino (tae) tratado com o comp osto da nadadeira de

tubarao

Apbs 24 horas de tradadas com o CNT, as células de TAE teve um aumento de
células em apoptose na fase Sub-G1 quando tratadas na concentracdo de 2,29 e
0,22pug/mL de CNT quando comparado ao controle néo tratado.

Na fase de quiescéncia (GO/G1) aumentou significativamente a quantidade de
células, quando aplicado a concentracdo de 2,29 ug/mL de CNT em relacdo a
concentracao de 0,22 pg/mL (Grafico 10).

Na fase S do ciclo celular houve uma diminuic&o significativa na concentracéao de
células quando aplicada a concentracdo de 0,22 pug/mL de CNT em relacdo a
concentracao de 2,29 ug/mL do composto que foi mais expressiva. (Gréfico 10).

Na fase G2/M, a cultura que recebeu o tratamento com a concentracao de
2,29ug/mL de CNT houve um aumento significativo na porcentagem de células quando

comparada a concentracao de 0,22 pg/mL de CNT (Grafico 10).
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Gréfico 10 - Ciclo celular das células de tumor de mama murina tratado com o Composto da Nadadeira
do Tubardo Azul (Prionace glauca) teste de Varidancia de ANOVA. (***p < 0.001; ** p<0,01;

*p<0,05)
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Fonte: MALAVASI-BRUNO, C. E., 2012.

5.8.2 Tumor de mama canino (TMC)

A célula de Tumor de mama canina, ap0s 24 horas de tratamento com 2,29
ug/mL do CNT, apresentou um aumento significativo na fase de quando comparado
com o controle. Porém quando tratado com a concentracao de 0,2 ug/mL, o aumento foi
ainda maior. Na fase GO0/G1, quando tratada com a concentracao de 2,29 ug/mL do
CNT, a quantidade de células teve uma baixa significativa quando comparado ao
controle que apresentou uma média de 84% das células enquanto que quando tratadas

com a concentracdo de 2,29 ug/mL de CNT apresentou uma média de 32% de células
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nesta fase. Porém quando tratado com 0,2 ug/mL de CNT, houve uma baixa quando
comparada com o controle (Gréfico 11).

Na fase de GO/G1, as células tratadas com a concentracdo de 2,29 ug/mL de
CNT, teve um aumento significativo quando comparado com o controle. As células
tratadas com 0,22ug/mL de CNT, teve um aumento de células quando comparada ao

controle(Grafico 11).

Gréfico 11 - Ciclo celular das células de Tumor de mama canino (TMC) tratado com o Composto da
Nadadeira do Tubardo Azul (Prionace glauca) teste de Varidancia de ANOVA. (***p < 0.001; **
p<0,01; *p<0,05)
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Fonte: MALAVASI-BRUNO, C. E., 2012.
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5.9 PRODUGCAO DE RADICAIS LIVRES (LIPOPEROXIDAGAO — LPO)

A avaliacdo de peroxidacdo lipidica foi realizada com o sobrenadante das
amostras de FN-1, TAE e de TMC ap0s 24 horas do tratamento com o CNT.

5.9.1 Tumor de mama murina (TAE)

Os resultados em TAE ap06s 24 horas de tratamento com o CNT mostram uma
diferenca significativa na quantidade de radicais livres formados reativos na
concentracdo de 44 pug/mL quando comparado ao controle formando nesta
concentracdo uma quantidade de 12 nmoles MDA/mL. Na primeira concentracdo houve
um maior dano oxidativo quando comparado com as demais concentragcdes onde houve
um decaimento gradual conforme diminui a diluigdo, como demonstrado em nmoles/mL.
Gréfico 12.

Gréfico 12 - Producéo de radicais livres em células de Adenocarcinoma de mama murina ap6s 24 horas
de tratamento com o Composto da Nadadeira Dorsal do Tubardo Azul (Prionace glauca) teste de
Variancia de ANOVA (***p < 0.001)
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Fonte: MALAVASI-BRUNO, C. E., 2012.

5.9.2 Tumor de Mama Canino (TMC)

Os resultados em Adenocarcinoma de mama canino ap0s 24 horas de
tratamento com o CNT houve um aumento significativo na quantidade de radicais livres
formados reativos na concentracdo de 44 ug/mL quando comparado ao controle. Nas
concentracdoes de 44 pg/mL a 1,37 ug/mL houve uma diminuicdo n&o significativa
porcentagem de radicais livres formados reativos. Apés essas concentracbes houve um
decaimento na concentracdo de 0,68 ug/mL, tendo um aumentando nao significativo
nas concentracdes de 0,34 pug/mL e 0,17 pg/mL como demonstrado em nmoles/mL na

gréfico 13.
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Gréfico 13 - Producdo de radicais livres em células de Tumor de mama de cdo apds 24 horas de
tratamento com o Composto da Nadadeira Dorsal do Tubar&o Azul (Prionace glauca)
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Fonte: MALAVASI-BRUNO, C. E., 2012.

5.9.3 Fibroblastos FN-1

Os resultados em FN-1 ap6s 24 horas de tratamento com o CNT mostram um
significativo aumento na quantidade de radicais livres formados reativos na
concentracdo de 44 ug/mL quando comparado ao controle. Porém na partir da
concentracdo de 22 pg/mL houve uma diminuicdo da quantidade de radicais livres
mantida até a concentracdo de 0,17 pg/mL, mantem-se a quantidade de nmoles/mL

abaixo do controle que foi de aproximadamente 4 nmoles/mL, conforme grafico 14.
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Grafico 14 - Producédo de radicais livres em células de FN-1 apds 24 horas de tratamento com o
Composto da Nadadeira Dorsal do Tubardo Azul (Prionace glauca) teste de Variancia de ANOVA.
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Fonte: MALAVASI-BRUNO, C. E., 2012.
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6 DISCUSSAO

Em nossos estudos a nadadeira dorsal do tubardo azul, possui a margem
anterior reta e a margem posterior curvada em forma de “V”, na borda livre € igual a
metade da largura da base e de coloracdo azul escura, corraborando com Hernandez
(2009), a partir destes caracteres é possivel identificar as nadadeiras como sendo do
Tubar&o-azul (Prionace glauca).

A histologia da cartilagem da nadadeira do Tubar&o-azul, demonstrou que é
formada de cartilagem hialina, apresentando trés regides distintas, sendo no seu interior
formado por condrdcitos, na periferia de cartilagem calcificada e nas bordas formada
por pericondrio, concordando com Junqueira e Carneiro (1999), a cartilagem hialina é
constituida de Pericondrio, matriz cartilaginea e condrdcitos, sendo que o pericondrio,
esta localizado na regido mais externa da cartilagem e tanto a matriz cartilaginea e os
condrécitos na regido mais central (DEAN; SUUMERS, 2006).

Foi localizada uma regido na cartilagem da nadadeira como sendo de uma matriz
cartilaginosa mais rigida. Segundo Dean e Summers (2006), na cartilagem, pode se
encontrar alguns pontos de mineralizagdo de diferentes graus contendo fosfato de
calcio hidroxiapatite, ndo existindo uma orientacdo estrutural ou de tamanho dos
cristais.

O colageno tipo | esta presente na derme, aponeurose, 0ssos e tenddes, sao
produzidos pelas células de fibroblastos, possuem fortes ligacdes entre suas fibrilas que
atingem seu grau maximo nos tenddes. O colageno tipo | possui a funcdo de resistir a
tensdes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004) O colageno tipo Il é encontrado nas
cartilagens e associa-se com as proteoglicanas que contém condroitinsulfato,
emprestando uma caracteristica de compressibilidade reversivel devido a alta hidrofilia
gue apresentam, funcionando como uma esponja que perde dgua quando comprimida e
volta a sua forma normal com a adicdo de &gua. Importante caracteristica para
articulacdes sujeitas a pressdes. Esse tipo de colageno € produzido pelos Condrécitos,
e possui a funcdo de resistir a pressdao (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Em nossos
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achados observamos que a cartilagem analisada é formada de fibras de colageno do
tipo | (Coloragéo vermelha),do tipo Il (Amarelo-alaranjado) e tipo Ill (Colorac&o verde),

Quando comparadas o tamanho do elemento radial e do raio dérmico pode-se
notar que o elemento radial possui 65% de células consideradas de pouca
granulosidade e complexidade e 35% consideradas de maior granulosidade. Nao houve
uma diferenca consideravel quando comparado com o raio dérmico. A célula animal tem
um tamanho aproximado de 10° (ALBERTS, et al., 1994). Com isso pode-se sugerir que
a grande maioria das células estd em um estado de crescimento e maturagao.

Neste trabalho a concentracdo de CNT para inibir 50% das células de
fibroblastos foi de 54,63 pg/mL sendo considerada alta quando comparado a de Tumor
de mama murina de 0,22 pg/mL e tumor de mama canino, de 6,25 pg/mL, corraborando
com os achados Shahrokhi et al.,2012 que nos experimentos tratando com cartilagem
de tubardo em tumor de mama humano notou um efeito antiangiogenicos aplicada
apenas nos novos vasos e nao apresentou efeito toxico sobre as células normais.

Na fase GO/G1 as células tratadas do Tumor de mama murina com 2,29 pug/mL
de CNT obteve uma populacédo celular de aproximadamente 27%, e quando tratada
com a concentracdo de 0,22 pg/mL de CNT, ocorreu um aumento consideravel para
89% de populacao celular, fase esta que descrita por SALENS, et al.,, 2004 que € o
intervalo apds a mitose durante o qual as células se separam para iniciar a sintese de
DNA. Este periodo é caracterizado pela transcricdo genica e traducao, levando a
sintese de proteinas necessarias para a sintese de DNA.

Os resultados da LPO em TAE, TMC e FN1 apos 24 horas de tratamento com o
CNT mostram uma diferenca na quantidade de radicais livres formados reativos na
concentracdo de 44 pg/Ml em relacdo ao controle sem tratamento, de acordo com
Benzie, 1996 a LPO pode ser definida como uma cascata de eventos bioquimicos
resultante da acdo dos Radicais Livres sobre os lipideos insaturados das membranas
celulares, levando a destruicdo de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de troca de
metabdlitos e, numa condicdo extrema, a morte celular. A LPO talvez se constitua no
evento citotoxico primério que desencadeia seqUéncia de lesbes na célula. As
alteracbes nas membranas levam a transtornos da permeabilidade, alterando o fluxo

ibnico e o fluxo de outras substancias, o que resulta na perda da seletividade para
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entrada e/ou saida de nutrientes e substancias toxicas a célula, alteracdes do DNA,
oxidacdo da LDL e comprometimento dos componentes da matriz extracelular
(proteoglicanos, colageno e elastina) (Vaca,Wilhem, Harms-Ringdahl, 1988; Baber,
Harris, 1994).
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7 CONCLUSAO

Os caracteres encontrados na analise macroscopica foi possivel identificar que
as nadadeiras obtidas como sendo do Tubar&o-azul (Prionace glauca). A histologia da
cartilagem da nadadeira do Tubardo-azul, demonstrou que é formada de cartilagem
hialina, apresentando trés regides distintas, sendo no seu interior formado por
condrécitos, na periferia de cartilagem calcificada e nas bordas formada por pericéndrio
com a presenca de colageno tipo LIl e Ill.

Os resultados obtidos das amostras do Elemento Radial ndo evidenciam
alteracfes funcionais, quanto ao armazenamento, transporte e obtencédo do suprimento
celular, estes séo viaveis e satisfatorios.

O composto da cartilagem de tubardo para o tratamento de tumor “in vitro” neste
estudo sugeriu que o mesmo apresenta uma atividade anti-tumoral significativa.
Mostrou efeito toxico sobre os tumores de mama murino (TAE) e tumor de mama
canino (TMC) em baixas concentracdes, ndo apresentando efeito toxico nas células de

fibroblasto nas mesmas concentracoes.
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