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RESUMO 
 

LACERDA, E. C. M. Modificação química de polissacarídeos sulfatados para aumento 
da atividade anticâncer in vitro. 2023. 100f. Tese (Doutorado em Ciências  Faculdade de 
Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2023. 
 
O câncer colorretal foi o terceiro mais prevalente no mundo em 2020, além de ser o segundo 
tipo de câncer mais mortal. Um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de 
câncer de cólon está fortemente associado ao consumo de dieta rica em alimentos processados 
e baixa ingestão de fibra alimentar. Os polissacarídeos apresentam papel como fibra 
alimentar, além de diversas atividades biológicas. As carragenas, polissacarídeos sulfatados 
extraídos de algas usados pela indústria alimentícia e farmacêutica, possuem estrutura 
molecular complexa e diversa, que está intimamente relacionada aos seus efeitos biológicos. 
Assim, esse trabalho teve como objetivo principal modificar polissacarídeos sulfatados usados 
comumente para fins alimentares e investigar os seus efeitos biológicos em cultura de células 
de câncer de cólon. Para isso, realizamos modificação ácida em amostras de carragenas 
kappa, iota e lambda, e de fucoidanos, e avaliamos os seus efeitos na viabilidade, proliferação 
e ciclo celular, apoptose, e síntese de proteínas relacionadas aos mecanismos investigados, 
além de analisar a estrutura química dessas amostras por espectroscopia no infravermelho por 
transformada de fourier e ressonância magnética nuclear do tipo HSQC. Constatamos que o 
tratamento com as carragenas modificadas kappa (KM) e lambda (LM) resultou em 
diminuição da viabilidade celular de HCT-116 de forma distinta das amostras não 
modificadas. Além disso, a diminuição observada na proliferação celular foi associada ao 
aumento de p21 de uma maneira independente de p53 no tratamento com KM e LM, e 
aumento da população de células em sub-G1 apenas com LM. Foram identificadas as 
unidades de D-galactose-4-sulfato (G4S) e 3,6-anidrogalactose (DA) em KM, confirmando a 
sua identidade como carragena kappa; e estrutura híbrida composta por D-galactose-2-sulfato, 
3,6-anidrogalactose-2-sulfato, G4S e DA em LM, indicando a sua identidade como uma 
mistura de carragenas theta e kappa, além da confirmação da presença de grupos sulfato em 
ambas as amostras. Os resultados sugerem que a diminuição do peso molecular e um provável 
aumento da exposição dos grupos sulfato em KM após a modificação ácida aumentaram a 
ação anticâncer das carragenas em cultura de células de câncer de cólon HCT-116, ficando 
claro o efeito estrutura-dependente. Demonstramos aqui o potencial de polissacarídeos 
sulfatados, que são comumente usados como suplementos ou aditivos alimentares, contra o 
câncer de cólon em ensaio in vitro. Além disso, esses achados encorajam continuação da 
investigação da ação desses polissacarídeos em outros modelos de câncer de cólon, pensando 
na possibilidade futura de seu uso em conjunto com outras alternativas terapêuticas contra o 
câncer. 
 
Palavras-chave: Câncer; Carragenas; Modificação química. 



 

ABSTRACT 

 

LACERDA, E. C. M. Chemistry modification of sulfated polysaccharides for increased 
anticâncer activity in vitro. 2023. 100f. Tese (Doutorado em Ciências  Faculdade de 
Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2023. 
 
Colorectal cancer was the third most prevalent in the world in 2020, in addition to being the 
second most deadly type of cancer. One of the main risk factors for the development of colon 
cancer is strongly associated with consumption of foods rich in processed foods and low 
intake of dietary fiber. Polysaccharides play a role as dietary fiber, in addition to several 
biological activities. Carrageenans, sulfated polysaccharides extracted from algae used by the 
food and pharmaceutical industries, have a complex and diverse molecular structure, which is 
closely related to their biological effects. In this regard, the present work had the main 
objective of modifying those that are conventionally food-related, and investigating their 
biological effects in colon cancer cell culture. For this, we used acid modification in different 
carrageenans (kappa, iota, and lambda) and fucoidans. We then assessed their effects on cell 
viability, proliferation, cell cycle, apoptosis, and protein expressions. The chemical structure 
was studied through Fourier-transform infrared spectroscopy and HSQC nuclear magnetic 
resonance. The kappa (KM) and lambda (LM) modified carrageenan treatment resulted in a 
cell viability decrease in HCT-116, distinctively of the same non-modified samples. 
Furthermore, the lower HCT-116 cell proliferation was associated with p53-independent p21 
upregulation with KM and LM treatment, and an increase in the sub-G1 phase, only with LM 
treatment. Sulfate groups were identified in both samples, while KM had the presence of D-
galactose-4-sulfate (G4S) and 3,6-Anhidro-D-Galactose (DA). LM was composed of a hybrid 
structure between D-galactose-2-sulfate, 3,6-anhidro-D-galactose-2-sulfate, G4S, and DA, 
identifying it as a mixture between theta and kappa carrageenans. The results suggest that the 
molecular size reduction, and a higher sulfate group exposure derived from KM acid 
modification, enhanced the carrageenans anticancer effects in HCT-116 cell culture, in a clear 
structure-dependent way. Therefore, here we demonstrated the sulfated polysaccharide 
potential, commonly used as food additives or suplements, against colorectal cancer cells in 
vitro. Furthermore, these findings encourage further investigation of the action of these 
polysaccharides in other models of colon cancer, considering the future possibility of their use 
together with other therapeutic alternatives against cancer. 
 
Keywords: Cancer; Carrageenans; Chemical modification.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

(WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2021). É uma das principais causas de morte no mundo, 

somando perto de 10 milhões só em 2020, e quase 20 milhões de novos casos (SUNG et al., 

2021). Alguns comportamentos no estilo de vida, como tabagismo, dietas pobres em fibra 

alimentar e ricas em gorduras, e o sedentarismo, aumentam o risco do desenvolvimento do 

câncer (DAVIES; BATEHUP; THOMAS, 2011). 

Os carboidratos estão envolvidos em múltiplas funções biológicas, como a regulação 

do sistema imune, a sinalização celular e as respostas anticâncer (THARANATHAN, 2002). 

Assim, os componentes alimentares, bem como outros agentes naturais, podem agir em uma 

ou mais vias dos mecanismos envolvidos na carcinogênese sem gerar efeitos citotóxicos em 

células normais, demonstrando potencial anticâncer, sozinhos ou em combinação com outras 

drogas (PADUA et al., 2015). 

 

1.1. Câncer 

 

A estimativa do Instituto Nacional do Câncer (2023a) para o triênio de 2023 a 2025 é 

de 704.080 novos casos de câncer no Brasil. Segundo consulta ao Atlas da Mortalidade, 

14,51% das mortes que ocorreram no Brasil em 2020 foram por neoplasias, totalizando 

225.839 (mortalidade proporcional não ajustada) (INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER, 

2022b). 

Hanahan e Weinberge (2000) sugerem que durante o processo da tumorigênese 

diversas alterações genéticas levam à transformação progressiva de células normais até 

derivados altamente malignos. As marcas do câncer, conhecidas em inglês como hallmarks 

, compreendem as principais alterações na fisiologia celular que em conjunto 

permitem o desenvolvimento, sobrevivência e disseminação do tumor, sendo elas atualmente 

(HANAHAN, 2022; HANAHAN; WEINBERG, 2000, 2011): 

 

a) autossuficiência nos sinais de crescimento;  

b) insensibilidade aos sinais de inibição de crescimento;  

c) evasão da morte celular programada (apoptose);  

d) potencial replicativo ilimitado;  
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e) angiogênese sustentada;  

f) invasão de tecido e metástase;  

g) desregulação e reprogramação energética da célula;  

h) escape do ataque das células imune; 

i) plasticidade fenotípica e diferenciação perturbada; 

j) participação de células senescentes no microambiente tumoral. 

 

Algumas características obtidas pelas células facilitam e permitem que elas adquiram 

as marcas : desenvolvimento de instabilidade genética e mutação; 

inflamação promotora de tumor; reprogramação epigenética distinta da instabilidade 

genômica do ácido desoxirribonucleico (DNA) e mutação; e a contribuição ou interferência 

da microbiota residente em diversos tecidos (HANAHAN, 2022; HANAHAN; WEINBERG, 

2011). 

Inicialmente, em 2000, os autores haviam copilado um total de 6 . 

No entanto, tal é a complexidade da doença, englobando centenas de tipos e subtipos distintos 

em órgãos específicos, que na verdade fica difícil categorizar precisamente os mecanismos 

moleculares e celulares que o conduzem (HANAHAN, 2022; HANAHAN; WEINBERG, 

2000). Tanto que, de 2000 até 2022 essa lista cresceu, e provavelmente continuará crescendo, 

conforme mais pesquisas sejam desenvolvidas e mais informações a respeito da dinâmica e 

complexidade do câncer no organismo sejam conhecidas. 

 

1.1.1. Câncer colorretal 

 

O câncer colorretal é resultado do acúmulo progressivo de diversas mutações 

genéticas e alterações epigenéticas que conduz à transformação da mucosa normal do 

intestino para adenomas ou pequenos tumores benignos, até chegar ao estágio de carcinomas 

ou tumores malignos, num processo que pode levar até mais de 15 anos (CAPPELL, 2008; 

FIDELLE et al., 2020; NGUYEN; GOEL; CHUNG, 2020). 

Enquanto a proliferação normal das células do intestino ocorre na base das criptas, 

células mutadas avançam e formam protuberâncias que se projetam para o lúmen do intestino, 

chamadas pólipos ou adenomas (NGUYEN; GOEL; CHUNG, 2020; WATNE, 1997). A 

formação de pólipos no intestino pode ser esporádica ou decorrente de alguma síndrome, 

como a polipose adenomatosa familiar (MANSOOR; DOLKAR; EL-FANEK, 2013; 

MESEEHA; ATTIA, 2023).  
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É importante ressaltar que nem todo pólipo se transforma em câncer. Pólipos 

hiperplásicos, por exemplo, possuem um baixo potencial maligno e são muito comuns, 

principalmente com o avançar da idade. Por outro lado, mais de 95% dos adenocarcinomas de 

cólon se originam a partir de pólipos. Assim, nem todo pólipo origina câncer, mas quase todo 

câncer se origina de pólipos (MANSOOR; DOLKAR; EL-FANEK, 2013; MESEEHA; 

ATTIA, 2023; NGUYEN; GOEL; CHUNG, 2020). 

Mutações sequenciais em genes regulatórios-chave marcam a transição da mucosa 

intestinal normal para carcinoma maligno. Mutações nos genes APC e BRAF fazem parte dos 

eventos iniciais que conduzem à formação de adenomas e ocorrem principalmente em pessoas 

com polipose adenomatosa familiar e com adenoma serrilhado, respectivamente (KINZLER 

et al., 1991; NGUYEN; GOEL; CHUNG, 2020; SPRING et al., 2006). 

Os genes frequentemente mutados no câncer colorretal esporádico são: APC, 

relacionado à regulação do crescimento celular e apoptose em adenomas; da família KRAS, 

que estão envolvidos na mitose celular e cuja mutação é comum em pólipos hiperplásicos; 

p53, que é crítico na transição de adenoma tardio para o câncer inicial, e regula o ciclo celular 

e apoptose; DCC, um supressor de tumor que facilita a apoptose e participa da progressão 

para o carcinoma; entre outros (CAPPELL, 2008). 

Embora o histórico familiar seja um importante fator de risco para o desenvolvimento 

de câncer colorretal, a ocorrência d0 é entre 15-35%, sendo menos comum 

do que o do tipo esporádico (KWAK; CHUNG, 2007; LICHTENSTEIN et al., 2000; 

MUNDADE et al., 2014; TAYLOR et al., 2010). O câncer colorretal esporádico ocorre em 

dois terços dos casos e não tem relação com predisposição genética ou histórico familiar, 

sendo formado pelo acúmulo de mutações genéticas somáticas e epigenéticas (CARETHERS; 

JUNG, 2015). 

O câncer de colorretal foi o terceiro tipo de câncer mais prevalente no mundo em 

2020, ficando atrás apenas do câncer de mama feminino e de pulmão, com uma estimativa 

para o ano de 2020 de mais de 1,9 milhão de novos casos. Além disso, é também o segundo 

câncer mais mortal, somando quase 1 milhão de mortes por ano, e 20.245 mortes em 2020 só 

no Brasil (INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER, 2022; SUNG et al., 2021; WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2022). O aumento da idade da população, e o estilo de vida 

moderno, que conduz a mudanças na dieta, estão intimamente relacionados com o aumento 

dos casos nos últimos anos (SLATTERY, 2000). 

Diversos são os fatores de risco associados ao estilo de vida que podem aumentar ricos 

de desenvolvimento do câncer colorretal esporádico, como obesidade, sedentarismo, estresse 
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psicológico e físico, contaminantes ambientais, tabagismo e consumo de álcool (DASHTI et 

al., 2017; OGINO et al., 2011, 2013). No entanto, dentre os fatores de risco exógenos, os 

mais importantes estão relacionados aos hábitos alimentares, como consumo de dieta rica em 

alimentos processados, carne vermelha, bebidas açucaradas, fritura e ácidos graxos saturados 

(LABIANCA et al., 2010; MATHEW et al., 2004). O estilo de vida atual está, inclusive, 

relacionado ao aumento da ocorrência de câncer colorretal em jovens, que anteriormente 

ocorria somente a partir dos 50 anos (BRENNER; KLOOR; POX, 2014; SIEGEL et al., 2020; 

THE LANCET ONCOLOGY, 2017).  

A progressão do câncer colorretal também pode estar associada com a microbiota 

intestinal (CHO et al., 2014). Tanto que a população da microbiota de pacientes com câncer 

de cólon é diferente das pessoas saudáveis, sugerindo maior susceptibilidade para o 

desenvolvimento da doença e destacando uma menor prevalência de espécies produtoras de 

butirato (BAXTER et al., 2014; BORGES-CANHA et al., 2015; WEIR et al., 2013).  

O aumento da ingestão de fibra alimentar melhora o perfil da microbiota intestinal, 

aumentando os níveis de ácidos graxos de cadeia curta (AGCCs), que são produtos da 

fermentação de fibras solúveis pela microbiota intestinal e exercem benefícios sobre as 

células epiteliais intestinais e imunológicas (ASP, 1995; MANN DO; SIDHU DO; GOWIN 

DO, 2020; PARADAS VENEGAS et al., 2019). O aumento dos níveis de butirato, um 

AGCC, pode estar associado à melhora da motilidade do cólon e à diminuição da expressão 

de citocinas pró-inflamatórias (SEGAIN et al., 2000; SORET et al., 2010). Além disso, 

pacientes com câncer de cólon que consumiram dieta rica em vegetais, frutas e grãos 

apresentaram taxa de sobrevivência mais longa (VAN BLARIGAN et al., 2018). No entanto, 

é importante destacar que o conhecimento da relação entre a dieta e os prognósticos do câncer 

ainda são limitados (MANN DO; SIDHU DO; GOWIN DO, 2020). 

A disbiose da microbiota intestinal gera produção diferenciada de metabólitos e 

alterações na sinalização imunológica, o que poderia gerar estímulos pró-inflamatórios 

crônicos, alterando o ambiente do cólon e, assim, facilitando mutações no DNA e o 

desenvolvimento do câncer (BORGES-CANHA et al., 2015). Além disso, pacientes com 

hepatocarcinoma que possuem microbiota mais diversa foram mais responsivos a 

imunoterapia (ZHENG et al., 2019). 

O tratamento do câncer de cólon consiste basicamente em cirurgia, seguida de 

quimioterapia, como o uso de 5-fluorouracil e oxaliplatina (CHAU; CUNNINGHAM, 2006; 

ISLAM et al., 2022). A grande problemática das terapias atuais são os diversos efeitos 

colaterais gerados pela alta toxicidade dos quimioterápicos, que impactam diretamente na 
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qualidade de vida dos pacientes, além de gerar resistência em seguir o tratamento (ISLAM et 

al., 2022; JI; PENG; WANG, 2018). Compostos bioativos, como fibras, vitaminas e minerais, 

terpenos, fenólicos, entre outros, presentes em frutas, vegetais, fungos e algas, são capazes de 

suprimir o câncer, a partir da modulação de múltiplas vias de sinalização celular 

(AGGARWAL; SHISHODIA, 2006; AIELLO et al., 2019; EMRAN et al., 2022; MONLA et 

al., 2022; KIM, E.J. et al., 2010; VISHCHUK; ERMAKOVA; ZVYAGINTSEVA, 2013). 

Visto que as terapias disponíveis atualmente para tratar pacientes com câncer de cólon 

são agressivas e tóxicas, se faz necessária a investigação de novas opções adjuvantes e menos 

prejudiciais. O potencial terapêutico de compostos naturais contra o câncer tem sido 

evidenciado em ensaios in vitro e in vivo, sendo necessário o prosseguimento dessas pesquisas 

bem como a investigação da sua ação também em ensaios clínicos, tanto sozinhos como em 

combinação com outros tratamentos. Embora muitos desses compostos apresentem vantagens, 

como segurança farmacológica, o seu uso é limitado por terem baixa solubilidade, 

biodisponibilidade e absorção pelo organismo humano, além da ausência de padronização dos 

protocolos de extração (AGGARWAL et al., 2013; AGGARWAL; SHISHODIA, 2006; 

AIELLO et al., 2019; ESMEETA et al., 2022; ISLAM et al., 2022). Nesse sentido, a busca 

por métodos que contornem tais limitações é essencial para possibilitar a exploração de todo 

esse potencial. 

Dentre esses compostos, além do seu papel como fibras dietéticas e sua relação com a 

microbiota, os polissacarídeos se destacam pela sua ação inibitória no desenvolvimento e na 

proliferação de diversos tipos de tumor in vitro e in vivo (BARBER et al., 2020; EMRAN et 

al., 2022). Como, por exemplo, os polissacarídeos sulfatados extraídos de algas, que 

apresentam efeitos anticâncer de cólon in vitro, que são inclusive fortemente relacionados à 

sua estrutura molecular, como o nível de sulfatação (COTAS et al., 2020; KIM, E. J. et al., 

2010; MONLA et al., 2022; VISHCHUK; ERMAKOVA; ZVYAGINTSEVA, 2013; YUAN 

et al., 2010). 

 

1.2. Polissacarídeos sulfatados 

 

Polissacarídeos são polímeros compostos por mais de 20 monossacarídeos, 

organizados linearmente ou em ramificações (BEMILLER; HUBER, 2008), sendo 

encontrados em animais, plantas, fungos, bactérias e algas (DELATTRE; FENORADOSOA; 

MICHAUD, 2011).  
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Os organismos marinhos produzem metabólitos secundários com estrutura química 

única, que não são encontrados em plantas terrestres. É o caso das carragenas e dos 

fucoidanos, polissacarídeos sulfatados sintetizados por algas, que possuem estrutura química 

diversa e composição variada de monossacarídeos e de grupamentos sulfato 

(KHOTIMCHENKO, 2010; KLOAREG; QUATRANO, 1988; MATSUBARA et al., 2005).  

Por conta de suas propriedades químicas e físicas, as carragenas e os fucoidanos são 

utilizados principalmente pela indústria alimentícia, farmacêutica e cosmética (PARK; LEE; 

. Além disso, estudos 

têm apontado diversas atividades biológicas in vitro e in vivo, como propriedades 

anticoagulante, antioxidante, antialergênica, antiviral, antiinflamatória, imunomodulatória e 

anticâncer (DE JESUS RAPOSO; DE MORAIS; DE MORAIS, 2015; JIAO et al., 2011; LIN 

et al., 2020; LIU et al., 2019; NGO; KIM, 2013; SAJADIMAJD et al., 2019).  

 

1.2.1. Os fucoidanos 

 

Os fucoidanos estão localizados na matriz extracelular de algas marinhas marrons e 

alguns invertebrados marinhos, como pepinos e ouriços do mar. São moléculas compostas por 

fucose, conforme mostra a Figura 1, e sulfato, com peso molecular que varia de 200 a 500 

kDa, e são diferenciados em pelo menos dois tipos: aqueles compostos por unidades de L-

- - -1,4 alternadas (BILAN et al., 

2002; KHOTIMCHENKO, 2010; LI et al., 2008).  

 

Figura 1 - Estrutura química geral dos monossacarídeos que compõe os fucoidanos. 

 
Fonte: Elaboração própria. 

 

A complexidade estrutural dos fucoidanos varia de espécie para espécie, como em 

quantidade de grupos de sulfatos e fucoses, posição do grupo sulfato e a presença de outros 
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monossacarídeos (LI et al., 2008). O fucoidano isolado da Fucus vesiculosus, por exemplo, 

tem estrutura simples, composta basicamente de fucose e sulfato (PATANKAR et al., 1993); 

já outras espécies, como Undaria pinnatifida, Ecklonia kurome e Sargassum henslowianum, 

apresentam fucoidanos com estruturas mais complexas, com presença de outros 

monossacarídeos, como galactose, manose, ramnose, xilose e ácido glicurônico, e além de 

ácido urônico e acetato (HAN et al., 2018; LI et al., 2020; SYNYTSYA et al., 2010).  

Estudos recentes demonstram que os fucoidanos poderiam ser metabolizados pelo 

organismo humano, com absorção pelo intestino delgado e distribuição para os rins e fígado 

(BAI et al., 2020; NAGAMINE et al., 2014). Além disso, fucoidanos com peso molecular 

reduzido foram encontrados na urina humana após administração oral (TOKITA et al., 2010). 

Eles são considerados como suplemento alimentar, que poderiam modular a microbiota 

intestinal para promoção da saúde (SHANG et al., 2016; VAN WEELDEN et al., 2019). A 

toxicidade dos fucoidanos aparentemente é baixa ou mesmo ausente em humanos (CHUNG et 

al., 2010; KIM, K. J. et al., 2010; LI; ZHANG; SONG, 2005; MYERS et al., 2011).  

Os fucoidanos têm ampla aplicação na indústria alimentícia, além de potencial que 

ainda pode ser explorado. Como por exemplo, o seu uso como surfactante ou emulsificante 

para aumentar propriedades sensoriais e a biodisponibilidade de alimentos, como iogurtes e 

bebidas; no encapsulamento de compostos bioativos; como película comestível, envolvendo 

alimentos para aumentar a sua validade; e no sistema de entrega de nanocompostos e 

nutracêuticos. Por conta de suas características físico-químicas e efeito tóxico mínimo ou 

mesmo ausente, é também explorado pela indústria farmacêutica em sistemas de entrega de 

compostos terapêuticos, como em terapias contra o câncer ou no diagnóstico de doenças 

(MENSAH et al., 2023; VENKATESAN; MURUGAN; SEONG, 2022).  

Os fucoidanos podem agir em diversos mecanismos anticâncer in vitro, como 

diminuição da proliferação celular e indução da apoptose celular, parada do ciclo celular, 

diminuição da regulação da proteína quinase CDK1 e ciclina B1, aumento da regulação de 

Bax (pró-apoptose) e diminuição de Bcl-2 (anti-apoptose) em células de hepatocarcinoma 

(ROSHAN et al., 2014). Podem também agir pelas vias apoptóticas mediadas por receptores 

de morte e por mitocôndria em células de câncer de cólon (KIM, E. J. et al., 2010), pela 

diminuição da regulação de p38 e da via PI3K/AKT (fosfoinositídeo-3-quinase/proteína 

quinase B) e pela ativação da via ERK1/2-MAPK (proteína quinase regulada por sinais 

extracelulares 1/2-proteína quinase ativada por mitógeno) em células de câncer de pulmão 

(BOO et al., 2011). O tratamento com fucoidano também pode resultar em diminuição do 

crescimento e migração celular pela diminuição da regulação da via PI3K/AKT/mTOR 
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(fosfoinositídeo-3-quinase/proteína quinase B/proteína alvo da rapamicina em mamíferos), 

aumento da expressão de caspase-3 clivada (HAN; LEE; LEE, 2015a) e inibição da 

angiogênese (MATSUBARA et al., 2005) em células de câncer de cólon. 

 

1.2.2. As carragenas 

 

As carragenas estão presentes na matriz extracelular de diversas espécies de algas 

marinhas vermelhas (Rhodophyceae) e são compostas basicamente por unidades de 

- -1,4 (PEREIRA et al., 2009; REES, 1969). Essa 

estrutura pode conter outros resíduos de carboidratos, como xilose, glicose e outros 

substituintes, como grupos éster-sulfato, metoxi e piruvato (KLOAREG; QUATRANO, 1988; 

VAN DE VELDE et al., 2002). O peso molecular das carragenas pode variar de 100 a 1000 

kDa (GLICKSMAN, 1987). 

As carragenas diferem em sua estrutura química entre si e são classificadas baseado na 

repetição das unidades A e B de galactanos, conforme mostra a Figura 2.A, embora essa não 

seja uma estrutura totalmente fixa. As carragenas mais importantes comercialmente são: 

kappa e iota, compostas por unidades A de D-galactose-4-sulfato (G4S) e por unidades B de 

3,6-anidro-D-galactose (DA), conforme ilustra a Figura 2.B, ou 3,6-anidro-D-galactose-2-

sulfato (DA2S), respectivamente; e a lambda, composta por unidades A de D-galactose-6-

sulfato (G6S) e unidades B de D-galatose-2,6-dissulfato (DA2S,6S). Essas estruturas variam 

tanto na posição quanto na quantidade de grupos de sulfato (de 15 a 40%), além da presença 

do agrupamento anidro na unidade B em kappa e iota (NECAS; BARTOSIKOVA, 2013; 

PAINTER, 1983). 

 

Figura 2 - Estrutura química geral dos monossacarídeos que compõem as carragenas. 

 
A. Galactose; B. 3,6-anidrogalactose. 
Fonte: Elaboração própria. 
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A variação na estrutura dos diferentes tipos de carragenas se reflete diretamente nas 

propriedades que são exploradas comercialmente. Por exemplo, as carragenas kappa e iota 

formam géis, enquanto que a lambda forma soluções viscosas (REES, 1969; VAN DE 

VELDE et al., 2002). Assim, as carragenas são utilizadas pela indústria alimentícia como 

espessantes, emulsificantes, estabilizantes e gelificantes; e também na composição de 

alimentos, como queijo cottage, sorvete, leite achocolatado, presunto e ração de animais 

(FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2003). As 

carragenas também são usadas em sistemas ativos de embalagem, que além de 

proporcionarem proteção contínua aos alimentos, também garantem a sua qualidade e 

segurança de consumo (AGA et al., 2021). 

Mais de 20% da produção de carragenas é usada nas indústrias farmacêuticas e 

cosméticas, como em sistemas de liberação controlada de fármacos e na composição de pastas 

de dente, loções, shampoos e condicionadores de cabelo, filtro solar, desodorantes, entre 

outros (LI et al., 2014; PEREIRA, 2018). Além disso, as carragenas também têm o seu papel 

em aplicações biomédicas, como em sistemas de entrega de drogas e no desenvolvimento de 

engenharia de tecidos, por suas diversas funcionalidades, como biodegradabilidade, 

biocompatibilidade, atoxicidade e atributos bioativos (PACHECO-QUITO; RUIZ-CARO; 

VEIGA, 2020). 

As carragenas podem ser parcialmente degradadas no organismo, ocorrendo a maior 

parte no estômago (NECAS; BARTOSIKOVA, 2013). Elas não são absorvidas integralmente 

e são excretadas em sua grande parte nas fezes (WEINER, 2014). No entanto, estudo revelou 

que as carragenas poderiam ser fermentadas por bactérias específicas isoladas da microbiota 

intestinal humana (LI et al., 2017). 

Diversas pesquisas apontam a ação anticâncer das carragenas em ensaios in vitro, 

resultando em diminuição da viabilidade celular e promoção da apoptose associadas à parada 

do ciclo celular em células HeLa (PRASEDYA et al., 2016), aumento da expressão das 

caspases 8, 9 e 3, aumento da regulação de bax (pró-apoptótica) e diminuição da regulação de 

bcl-2 (antiapoptose) (JAZZARA et al., 2016) e aumento da expressão de PARP (polimerase 

poli(ADP-ribose)) e p53 em células de câncer de mama (GHANNAM et al., 2018). Ensaios in 

vivo demonstraram aumento da resposta imune decorrentes do tratamento com carragenas, 

associado ao aumento do número de macrófagos infiltrados no tumor, proliferação de 

linfócitos e aumento dos níveis de interleucinas e interferons, afetando assim o microambiente 

tumoral (LUO et al., 2015; YUAN et al., 2006). 
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Além dos indícios cada vez maiores do potencial efeito anticâncer dos fucoidanos e 

das carragenas, pesquisas evidenciam também pontos positivos no seu uso como agente 

terapêutico em conjunto com os tratamentos convencionais do câncer. Em ensaios in vivo, o 

uso de carragenas em conjunto com 5-Fluorouracil renovou a função imune prejudicada pelo 

fármaco e adicionou atividades ao antitumoral, aumentando a proliferação de linfócitos e os 

níveis de fator de necrose tumoral (TNF) em camundongos transplantados com tumor de 

fígado (ZHOU et al., 2006). A carragena também apresentou efeito positivo quando aplicada 

junto com vacina preventiva e terapêutica para o tratamento do câncer, além de segurança no 

seu uso (LUO et al., 2015). O uso do fucoidano aumentou o potencial dos quimioterápicos 

usados no tratamento contra leucemia promielocítica aguda em ensaios in vitro e in vivo 

(ATASHRAZM et al., 2016), e controlou a fadiga de pacientes com câncer avançado de 

estômago durante a quimioterapia, além de prolongar a adesão ao tratamento e aumentar a 

sobrevida (IKEGUCHI et al., 2015). 

As características que conferem maior ou menor atividade anticâncer aos 

polissacarídeos sulfatados variam de acordo com a linhagem celular estudada e o próprio 

polissacarídeo em si, já que a citotoxicidade é determinada por uma combinação de fatores e 

não apenas por características isoladas (ZHURISHKINA et al., 2017). Existe uma grande 

variedade de fontes de polissacarídeos, assim como de métodos de extração e purificação, o 

que influencia tanto nas suas propriedades físico-químicas, quanto na sua atividade biológica 

(LI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2017). Modificações nos polissacarídeos sulfatados podem 

aumentar as suas propriedades biológicas, como os efeitos anticâncer in vitro e in vivo, 

através da diminuição do peso molecular e aumento do grau do sulfatação e da posição do 

grupo sulfato (CHO; LEE; YOU, 2010; CICINSKAS et al., 2020a; COTAS et al., 2020; LI et 

al., 2008; OLIVEIRA et al., 2017; RAMAN; DOBLE, 2014, 2015; YANG et al., 2008; 

YUAN; SONG, 2005; YUAN et al., 2010; ZHURISHKINA et al., 2017).  

Assim, modificamos quimicamente os fucoidanos e as carragenas kappa, iota e 

lambda, focando primariamente na diminuição do peso molecular desses polissacarídeos 

sulfatados, visando de aumentar as suas atividades biológicas in vitro; em seguida, 

investigamos os efeitos biológicos desses polissacarídeos sulfatados em linhagens de células 

de câncer de cólon; e por fim, caracterizamos as estruturas das moléculas que demonstraram 

ação anticâncer de cólon, e estabelecemos possíveis relações entre os efeitos estrutura-

dependente. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

O câncer acomete cada vez mais pessoas no mundo, colocando em risco a vida da 

população. Embora não faltem esforços no campo da medicina e da pesquisa por novas 

terapias contra o câncer, os tratamentos disponíveis hoje em dia são altamente tóxicos e 

debilitantes aos pacientes, prejudicando sua qualidade de vida. Nesse contexto, a busca por 

alternativas que sejam menos agressivas ao organismo é emergente. 

O potencial de compostos extraídos diretamente da natureza é evidente; eles 

geralmente apresentam toxicidade baixa ou mesmo ausente, e ainda possuem diversos efeitos 

biológicos. Nesse contexto, é indispensável o levantamento de mais informações em relação 

aos efeitos de agentes naturais, como os polissacarídeos sulfatados, cuja ação biológica é 

inegável, e dentre elas, seus efeitos anticâncer.  

Uma vez que a estrutura molecular dos polissacarídeos está intimamente relacionada 

aos seus efeitos anticâncer, o conhecimento e a consolidação das relações entre os efeitos 

gerados e a estrutura do polissacarídeo é essencial para o desenvolvimento de novas 

abordagens terapêuticas.  

Nesse sentido, nossa pesquisa se sustenta na importância da investigação dos efeitos e 

mecanismos anticâncer in vitro de polissacarídeos sulfatados e a relação com as suas 

estruturas, que poderiam futuramente serem usadas em estratégias menos agressivas contra o 

câncer, usadas em conjunto às intervenções convencionais ou não. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.2. Gerais 

 

O estudo teve como objetivos principais modificar polissacarídeos sulfatados usados 

comumente para fins alimentares e investigar os seus efeitos biológicos em culturas de células 

de câncer de cólon. 

 

3.3. Específicos 

 

a) modificar quimicamente, por metodologia simplificada, os polissacarídeos sulfatados 

usados para fins alimentares; 

b) comparar os efeitos na viabilidade celular de diferentes linhagens celulares de câncer 

de cólon dos polissacarídeos não modificados e modificados; 

c) investigar os efeitos biológicos dos polissacarídeos modificados em células de câncer 

de cólon, avaliando os mecanismos de viabilidade, proliferação e ciclo celular, 

apoptose, e síntese de proteínas específicas; 

d) caracterizar a estrutura molecular dos polissacarídeos selecionados; 

e) estabelecer a relação estrutura-dependência dos efeitos biológicos dos polissacarídeos 

sulfatados em culturas de células de câncer de cólon. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1. Material 

 

Células de carcinoma colorretal humano HCT-116, e de adenocarcinoma colorretal 

humano HT-29 e Caco-2. Todas as células foram obtidas do Banco de Células da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, Brasil.  

Polissacarídeos sulfatados: fucoidano proveniente da alga Fucus vesiculosus (#F8190 

SLBX3167, Sigma); carragenas do tipo kappa (#22048 BCBT9953, Sigma), iota (#C1138 

SLBX1471, Sigma) e lambda (#22049 BCBP8978V, Sigma). 

 

4.2. Modificação química dos polissacarídeos 

 

Em um sistema de banho maria com agitação magnética foram adicionados os 

polissacarídeos sulfatados e ácido clorídrico (HCl) a 0,1M nas carragenas e 0,01M nos 

fucoidanos, na proporção de 0,05 mL de HCl para cada 1 mg de polissacarídeo. A mistura foi 

aquecida por 30 minutos a 60 ºC, sob agitação. Após esfriar, foi neutralizada com solução de 

hidróxido de sódio (NaOH), lavada com etanol gelado (1:3 v:v) e incubada a 4 ºC até o dia 

seguinte (MATSUBARA et al., 2005; YANG et al., 2008; YUAN; SONG, 2005). 

As amostras foram então centrifugadas por 1h à 4 ºC, lavadas 2 vezes com etanol 80% 

e novamente centrifugadas por 30 minutos, com o sobrenadante sendo descartado nos 

intervalos. Foi adicionado acetona ao pellet, que foi centrifugado por mais 15 minutos. Após 

o descarte do sobrenadante, os polissacarídeos modificados foram secos na capela por 2h, e 

em seguidas macerados. 

 

4.3. Cultivo celular 

 

Todas as linhagens celulares foram utilizadas em não mais do que 10 passagens da 

aquisição das células. As técnicas de cultivo e tratamento foram realizadas de acordo com as 

recomendações da American Type Culture Collection (ATCC®, Manassas, VA, EUA). As 

linhagens celulares foram cultivadas em Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, 

Cultilab) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Cultilab) e 1% dos antibióticos 

penicilina e estreptomicina (chamado de DMEM completo), em estufa a 37 °C e atmosfera 

com 95% de oxigênio e 5% de gás carbônico. O crescimento das linhagens foi monitorado 
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periodicamente e o meio de cultura trocado a cada 3-4 dias. Ao atingir 90% de confluência as 

células foram subcultivadas e transferidas para novos frascos de cultura ou utilizadas nos 

ensaios. 

 

4.4. Efeito dos polissacarídeos não modificados e modificados na viabilidade celular 

de células de câncer de cólon por ensaio colorimétrico (redução do MTT) 

 

O efeito dos polissacarídeos sulfatados modificados e não modificados na viabilidade 

celular das linhagens celulares de câncer de cólon, Caco-2, HT-29 e HCT-116, foi analisado 

pelo método de redução do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) 

pelas desidrogenases mitocondriais de células viáveis. 

Para isso, foram inoculadas em DMEM completo 5x103 células de HCT-116 e Caco-2, 

e 2x104 células de HT-29, em poços de placas de 96 poços, e incubadas em estufa a 37°C e 

atmosfera de 95% de oxigênio e 5% de gás carbônico. No dia seguinte, o sobrenadante foi 

removido e DMEM completo com as amostras em diferentes concentrações de carragenas 

kappa não modificada (KnM) e modificada (KM), lambda não modificada (LnM) e 

modificada (LM) e iota não modificada (inM) e modificada (iM), e o fucoidano não 

modificado (FnM) e modificado (FM) foi adicionado na concentração de 2 mg/mL. Como 

controle negativo foi utilizado DMEM completo sem adição de polissacarídeos.  

Dado os intervalos de 24, 48 e 72h da adição dos tratamentos, MTT (Sigma) 0,5% foi 

adicionado à cada poço e as células foram novamente incubadas por 4h. O sobrenadante foi 

removido e os cristais de formazan formados foram solubilizados em dimetilsulfóxido 

(DMSO, Sigma).  

A leitura foi realizada em espectrofotômetro Synergy H1 Hybrid Reader (BioTek) em 

490 e 540 nm. A viabilidade celular foi expressa em porcentagem em relação ao controle 

negativo, considerado como 100% de viabilidade. 

 

4.5. Ensaios biológicos: efeito das carragenas modificadas na cultura celular de 

câncer de cólon HCT-116 

 

Para avaliar o efeito das carragenas modificadas em cultura celular da linhagem HCT-

116 foram utilizados os ensaios descritos nos tópicos a seguir. 
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4.5.1. Dose-dependência na viabilidade celular por redução de MTT em ensaio 

colorimétrico 

 

O efeito dose-dependente das carragenas modificadas na viabilidade celular de HCT-

116 foi igualmente analisado pelo método de redução do composto MTT. 

O ensaio foi realizado conforme descrito em 4.4, com alterações. No dia seguinte à 

inoculação das células, o sobrenadante foi removido e DMEM completo com as carragenas 

KM, LM e iM nas concentrações de 0,25, 0,5, 1, 2 e 4 mg/mL foi adicionado, além do 

controle negativo. 

 

4.5.2. Proliferação celular por incorporação de BrdU em ensaio colorimétrico 

 

O efeito das carragenas modificadas na proliferação celular das células HCT-116 foi 

mensurado através da incorporação do 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU) durante a síntese do 

DNA na proliferação celular, por detecção colorimétrica. 

Para isso, 5x103 células de HCT-116 foram inoculadas em DMEM completo em poços 

de placas de 96 poços, e incubadas em estufa. No dia seguinte, o sobrenadante foi removido e 

DMEM completo com as carragenas modificadas foi adicionado nas concentrações de 0,25, 1 

e 3 mg/mL de KM, e 1 e 3 mg/mL de LM e iM. Como controle negativo foi utilizado DMEM 

completo sem adição de polissacarídeos; como controle positivo foi usado DMEM completo 

com 1 M de doxorrubicina (DOX). Dado o intervalo de 24h da adição dos tratamentos, o 

sobrenadante foi removido e os procedimentos foram realizados segundo instruções do kit 

Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) (Sigma-Aldrich).  

A leitura foi realizada em espectrofotômetro Synergy H1 Hybrid Reader (BioTek) em 

450 e 690 nm. A proliferação celular foi expressa em porcentagem em relação ao controle 

negativo, considerado como 100% de proliferação. 

 

4.5.3. Análise do ciclo celular por citometria de fluxo 

 

O efeito das carragenas modificados nas diferentes fases do ciclo celular das células 

HCT-116 foi avaliado com citometria de fluxo. Para isso, 5x104 células de HCT-116 foram 

inoculadas em DMEM completo em poços de placas de 24 poços, e incubadas em estufa. No 

dia seguinte, o sobrenadante foi removido e DMEM completo com as carragenas modificadas 

foi adicionado nas concentrações de 0,25 e 1 mg/mL de KM, e 1 e 3 mg/mL de LM. Como 
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controle negativo foi utilizado DMEM completo sem adição de polissacarídeos; como 

controle positivo foi usado DMEM completo com 1 M de DOX. 

Dado o intervalo de 24h da adição dos tratamentos, o sobrenadante de cada poço foi 

coletado e adicionado individualmente em tubos. Os poços foram então lavados com tampão 

salino-fosfato (PBS), as células foram removidas após incubação com tripsina e os poços 

foram novamente lavados com PBS. Todo o conteúdo foi coletado e igualmente adicionado 

aos respectivos tubos de cada amostra. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 900 rpm 

por 7 minutos, o sobrenadante foi descartado, e as células sedimentadas foram lavadas com 

PBS e novamente centrifugadas (CASCIOLA-ROSEN et al., 1996). Após o descarte do 

sobrenadante, as células foram ressuspendidas em PBS contendo 0,1% de citrato de sódio e 

0,1% de Triton X-100, foi adicionado 7-aminoactinomicina D (7-AAD) (51-68981E, BD 

PharmingenTM) em cada tubo, e foram incubadas por 30 minutos sob proteção da luz, em 

banho maria a 37 ºC. As células foram analisadas por citometria de fluxo, sendo possível 

verificar um histograma da frequência do conteúdo de DNA, a fim de se observar o efeito dos 

tratamentos nas diferentes fases do ciclo celular. Os dados foram analisados utilizando o 

programa FlowJo. 

 

4.5.4. Análise da apoptose por citometria de fluxo  

 

O efeito das carragenas modificadas na apoptose das células HCT-116 foi avaliado 

com citometria de fluxo, utilizando o Kit I de Detecção de Apoptose Anexina V FITC 

(556547, BD PharmingenTM). 

O ensaio foi realizado conforme descrito em 4.5.3, com alterações. Como controle 

positivo foi usado DMEM completo com 5% de DMSO (Sigma). Após os processos de 

centrifugação e lavagem, as células foram ressuspendidas em tampão de ligação de anexina V 

do Kit, foram adicionados anexina V FITC e iodeto de propídio, e as células foram incubadas 

por 15 minutos a temperatura ambiente, protegidas da luz. As células foram analisadas por 

citometria de fluxo, sendo possível diferenciar as células viáveis, em apoptose inicial, 

apoptose tardia e necrose. Os dados foram analisados utilizando o programa FlowJo. 

 

4.5.5. Análise da síntese de proteínas por Western blotting 

 

O efeito das carragenas modificadas na síntese de proteínas relacionadas à proliferação 

e apoptose das células HCT-116 foi verificado pela técnica de Western blotting. Para isso, 
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1x105 células de HCT-116 foram inoculadas em DMEM completo em poços de placas de 6 

poços, e incubadas em estufa. No dia seguinte, o sobrenadante foi removido e DMEM 

completo com as carragenas modificadas foi adicionado nas concentrações de 0,25 e 1 mg/mL 

de KM, e 1 e 3 mg/mL de LM. Como controle negativo foi utilizado DMEM completo; como 

controle positivo foi usado DMEM completo com 1 µM de DOX. 

Dado o intervalo de 24h da adição dos tratamentos, as células foram lisadas com 

tampão de lise RIPA e inibidor de protease (HaltTM Protease Inhibitor Cocktail EDTA-free 

100X, Thermo-Scientific). As amostras do lisado celular foram concentradas em membrana de 

3 kDa (Amicon Ultra, Merck-IRL) e as proteínas foram quantificadas pelo método 

colorimétrico do ácido bicinconínico (BCA), seguindo o procedimento do Kit BCA Protein 

Assay (23227, Lote TA260208, Thermo-Scientific). 

As proteínas foram desnaturadas em Laemmli 4X (Bio-Rad) e 10% de mercaptoetanol 

(Sigma), e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12% a 200 V. Como padrão de 

peso molecular foi usado Precision Plus Protein Standards Kaleidoscope (Bio-Rad). Após a 

transferência em membrana de nitrocelulose (AmershamTM ProtanTM Premium 0,45 µm NC, 

GE) por via semi-seca durante 30 minutos a 25 V, a membrana foi corada com solução de 

vermelho de Ponceau para confirmar o sucesso da transferência. 

Tampão Tris-salina com 0,1% de Tween 20 e pH 7,6 (TBS-T) foi usado em todas as 

incubações subsequentes. A membrana foi então bloqueada em TBS-T contendo 5% de 

albumina a 4 ºC durante a noite. No dia seguinte, a membrana foi incubada em solução 

contendo 2% de albumina e anticorpos primários específicos por 2h a temperatura ambiente: 

anti-p21 (policlonal goat IgG, #AF1047, R&D) na diluição de 1:500; ou anti-p53 (rabbit, 

#E1016A, R&D) na diluição de 1:1000; ou anti-caspase 3 (monoclonal rabbit IgG, 

#MAB835, R&D) na diluição de 1:500; ou anti-caspase 9 (policlonal rabbit, #C7729, Sigma) 

na diluição de 1:900. Na sequência, a membrana foi incubada em solução contendo os 

anticorpos secundários específicos para cada anticorpo primário por 1h a temperatura 

ambiente: anti-rabbit (HRP conjugado #A0545, Sigma) na diluição de 1:10.000; ou anti-goat 

(HRP conjugado #C272, Santa Cruz Biotechnology) na diluição de 1:5000. Todas as 

incubações foram realizadas sob agitação de 100-120 rpm, e a membrana foi lavada 3 vezes 

em TBS-T por 5 minutos a cada troca de incubação. Como controle foi utilizado o anticorpo 

primário anti- -actina (rabbit IgG, #D6A8, Cell Signaling) na diluição 1:20.000, e o anticorpo 

secundário anti-rabbit, conforme já descrito. 

A revelação foi realizada por quimiluminescência utilizando o Kit ClarityTM Western 

ECL Substrate (BioRad) em câmara reveladora ImageQuant 400 (GE). Para a quantificação 
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das proteínas usamos o Programa ImageJ, e a intensidade das bandas de cada proteína de 

interesse foi subtraída do plano de fundo da mesma membrana, e normalizada com a 

-actina, que também teve a sua banda subtraída do 

plano de fundo da membrana. 

 

4.6. Caracterização dos polissacarídeos 

 

4.6.1. Estimativa do peso molecular 

 

O peso molecular dos polissacarídeos não modificados e modificados foi estimado 

pela análise da distribuição do peso molecular por Cromatografia de Alto Desempenho de 

Exclusão de Tamanho acoplado com Detector de Índice de Refração (HPSEC-RID) por um 

sistema Agilent 1250 Infinity (Agilent, Santa Clara, CA, USA) equipado com quatro colunas 

PL aquagel-OH (60, 50, 40 e 30; 429,300 × 7,5 mm; Agilent) conectados em tandem. Cerca 

de 0,5 mg de cada polissacarídeo foi diluído em 1 mL de solução de 0,2 M de nitrato de sódio 

(NaNO3) e 0,02% de NaN3 (usada como eluente) e filtrados em membrana de . O 

eluente foi usado na leitura (0,6 mL/min) e a temperatura do RID foi mantida em 30ºC. Foram 

utilizados como padrões externos dextranos de peso molecular entre 5-670 kDa (Sigma) 

(SHIGA et al., 2009, 2017). 

 

4.6.2. Análise por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier  

 

A caracterização das amostras de carragenas kappa e lambda não modificadas e 

modificadas foram realizadas por análise em espectrômetro no infravermelho por 

transformada de Fourier (FTIR), em parceria com o Prof. Dr. Fábio Ruiz Simões e a Dra. 

Gabriela Martins de Araújo, do Laboratório de Pesquisas em Química e Nanotecnologia da 

Universidade Federal de São Paulo.  

Para isso, foi feita uma pastilha de cada amostra sólida com 95% de brometo de 

potássio (KBr), previamente seco em estufa. Na sequência, a leitura de cada pastilha foi 

realizada em FTIR (modelo Spectrum Two, Perkin-Elmer) na faixa espectral de 500 a 4000 

cm-1 (ARAÚJO; CODOGNOTO; SIMÕES, 2020). 
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4.6.3. Análise por espectroscopia de ressonância magnética nuclear 

 

A caracterização por espectrômetro de ressonância magnética nuclear (RMN) HSQC 

das amostras de carragenas kappa e lambda modificadas foram realizadas em parceria com o 

Prof. Dr. Paulo Antônio de Souza Mourão e o Dr. Felipe Bezerra, do Laboratório de Tecido 

Conjuntivo da Universidade do Rio de Janeiro. 

Os espectros em 2D de 1H foram registrados usando espectrômetro de ressonância 

magnética nuclear 500 MHz (Bruker Biospin, Rheintetten, Alemanha) com uma sonda de 

ressonância tripla. Para isso, aproximadamente 5 mg de cada amostra (KM, LM) foi 

dissolvida em 0,5 mL de 99,9% de óxido de deutério (Cambridge Isotope Laboratory, 

Cambridge, MA). Todos os espectros foram registrados em 35ºC com água deuterada e 

exibiram um pico devido à troca com água residual (HOD), suprimida por presaturação. Os 

espectros HSQC editados pela multiplicidade 1H-13C foram registrados com 1024 x 512 

pontos e 256 varreduras usando um modelo de aquisição Echo-Antiecho com pulsos 

retangulares de fase, alternando otimização global para desacoplamento. Os espectros de 1H-
13C foram registrados com 2048 x 200 pontos e 512 varreduras, com um atraso de 50 ms para 

evolução de acoplamento de longo alcance e definido sem desacoplamento durante o tempo 

de aquisição, um filtro de passagem baixa, e modo de aquisição de magnitude QF. Os 

deslocamentos químicos foram exibidos em relação ao ácido trimetilsililpropiônico externo a 

0 ppm para 1H. Os dados foram processados usando o programa TopSpin 4.2.0 (Bruker 

Biospin) (SANTOS et al., 2015). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Diminuição do peso molecular dos polissacarídeos sulfatados modificados 

 

Os polissacarídeos de algas são fibras dietéticas, e como tais não são digeridos no 

intestino delgado; eles seguem para o intestino grosso onde desempenham diversas funções 

fisiológicas (ASP, 1995; GUAN; YU; FENG, 2021; STEPHEN et al., 2017). O papel das 

fibras depende de suas características físico-químicas, como viscosidade e solubilidade, que 

podem variar de acordo com temperatura e pH (LOVEGROVE et al., 2017; WILLIAMS et 

al., 2019). As fibras solúveis são facilmente fermentadas pela microbiota intestinal, como os 

oligossacarídeos resistentes, por terem baixo peso molecular e alta solubilidade (GUAN; YU; 

FENG, 2021). Os ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) são resultado da fermentação, que 

possuem efeitos benéficos para as células epiteliais intestinais e imunológicas, como 

proliferação celular, função de barreira epitelial e efeitos antiinflamatórios (PARADA 

VENEGAS et al., 2019). Já as fibras insolúveis geralmente aumentam o volume fecal ou 

podem ser fermentadas lentamente (GUAN; YU; FENG, 2021). 

A absorção de polissacarídeos pelas células epiteliais intestinais depende da carga, 

peso molecular e estrutura do polissacarídeo, bem como da dose consumida e da espécie do 

animal (ZHENG et al., 2022). A principal estratégia para aumentar a absorção de 

polissacarídeos é a modificação de sua estrutura, principalmente pela diminuição do peso 

molecular, que está intimamente ligado à atividade biológica desempenhada pelos 

polissacarídeos (JI; PENG; WANG, 2018). 

As propriedades biológicas das carragenas e dos fucoidanos dependem de suas 

características físico-químicas (KHOTIMCHENKO et al., 2020; ZHURISHKINA et al., 

2017). Frações com menores pesos moleculares derivadas de fucoidanos e carragenas 

geralmente apresentam maior atividade anticâncer em diferentes linhagens celulares (CHO; 

LEE; YOU, 2010; OLIVEIRA et al., 2017; YANG et al., 2008; YUAN; SONG, 2005).  

Como fucoidanos e carragenas são polissacarídeos que conhecidamente possuem alto 

peso molecular em sua forma nativa, o que poderia dificultar a sua ação biológica, 

primeiramente as amostras foram submetidas à tratamento com ácido clorídrico, conforme 

descrito no item 4.2, com o objetivo primário de diminuir os seus pesos moleculares. Para 

confirmarmos o sucesso da modificação, estimamos o peso molecular médio dos 

polissacarídeos não modificados e modificados por HPSEC-RID. 
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Conforme mostra os cromatogramas da Figura 3 e a Tabela 1, confirmamos que a 

modificação química diminuiu o peso molecular das três carragenas, apresentando redução 

maior do que 90% nos pesos moleculares estimados. Já no caso do fucoidano, a modificação 

química pouco alterou o seu peso molecular. 

 

Figura 3 - Cromatograma da distribuição do peso molecular dos polissacarídeos não 

modificados e modificados quimicamente. 

 
A. Carragena kappa não modificada (KnM) e modificada (KM); B. Carragena lambda não modificada (LnM) e 

modificada (LM); C. Carragena iota não modificada (inM) e modificada (iM); D. Fucoidano não modificado 

(FnM) e modificado (FM). Os dados foram apresentados de acordo os dados gerados pelo sistema de 

Cromatografia de Exclusão de Tamanho de Alto Desempenho com Detector de Índice de Refração (HPSEC-

RID). 
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Tabela 1 - Peso molecular estimado a partir do pico dos polissacarídeos sulfatados não 

modificados e modificados quimicamente. 

Amostra Peso molecular (kDa) 

KnM > 670 

KM 27 

LnM > 670 

LM 41 

inM > 670 

iM 58 

FnM 92 

FM 58 

KnM: Carragena kappa não modificada; KM: Carragena kappa modificada; LnM: Carragena lambda não 

modificada; LM: Carragena lambda modificada; inM: Carragena iota não modificada; iM: Carragena iota 

modificada; FnM: Fucoidano não modificado; FM: Fucoidano modificado. Os cálculos foram realizados com os 

picos informados na análise do sistema de Cromatografia de Exclusão de Tamanho de Alto Desempenho com 

Detector de Índice de Refração (HPSEC-RID). 

 

É importante acrescentar que, embora exista uma discussão em torno da segurança da 

ingestão das carragenas, principalmente no que tange ao peso molecular, a comunidade 

científica ainda não entrou em um consenso a respeito da sua toxicidade. Por um lado, estudos 

sugerem que elas poderiam afetar a estrutura e a função das células humanas, interferir na 

função epitelial normal e promover inflamação no intestino, e que especificamente as 

carragenas degradadas, com baixo peso molecular (10-20 kDa), poderiam induzir lesões e 

respostas inflamatórias gastrointestinais e tumores (FAHOUM et al., 2017; MCKIM et al., 

2019; YANG et al., 2012).  

No entanto, carragenas de grau alimentício, com alto peso molecular (200-800 kDa), 

até o momento tem sua segurança indicada para o consumo humano; tanto que o peso 

molecular mínimo das carragenas para uso alimentício imposto pelo FDA (Food and Drug 

Administration  Órgão dos Estados Unidos da América) é de 100 kDa (KHOTIMCHENKO 

et al., 2020; MCKIM et al., 2019). De fato, ensaios in vitro demonstraram que a carragena 

não-degradada (com alto peso molecular) não apresenta citotoxicidade, e estudos em animais 

revelaram características não genotóxicas e não carcinogênicas para o desenvolvimento e 

reprodução, sustentando a seguridade do seu uso em alimentos nos níveis regulatórios atuais 

(MCKIM JR et al., 2016; WEINER, 2014; ARIFFIN et al., 2014). Todavia, alguns estudos 
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conduzidos com carragenas hidrolisadas, com peso molecular entre 0,7-170 kDa, 

demonstraram ausência de citotoxicidade para linhagens de células normais humanas e de 

ratos (CICINSKAS et al., 2020b; RAMAN; DOBLE, 2015). 

Além disso, as propriedades inflamatórias das carragenas podem ser influenciadas 

tanto pela forma de ingestão (como por água, pela dieta ou com caseína, no caso de 

formulações láticas), como pela dieta consumida, e tal conhecimento poderia indicar formas 

seguras do seu consumo. Por exemplo, em ensaio com cobaias com dieta hiperlipídica que 

ingeriram carragena kappa em água, houve aumento dos efeitos associados à colite, 

correlacionado com a composição da microbiota; já a ingestão por meio da dieta, por esse 

mesmo grupo, e também por cobaias com dieta hipolipídica, pelos dois meios de ingestão, 

não foram observados sinais de colite. Isso porque o veículo de ingestão pode influenciar na 

conformação e exposição dos grupos sulfato na molécula (GUO et al., 2022; MI et al., 2020). 

Além do tamanho da molécula, outras modificações podem ter acometido a estrutura 

química do fucoidano e das carragenas após a modificação química realizada, como alteração 

do grau de sulfatação e das ramificações, e posição dos grupos sulfatos. Visto que as técnicas 

geralmente utilizadas para caracterizar a estrutura química de moléculas, como espectroscopia 

no infravermelho e ressonância magnética nuclear, são custosas e demoradas, optamos por 

realizar tal caracterização apenas daqueles polissacarídeos que apresentassem efeito 

biológico, após os ensaios celulares. 

 

5.2. Efeito na viabilidade celular de células tratadas com polissacarídeos sulfatados 

não modificados e modificados 

 

Uma vez confirmada a diminuição do peso molecular dos polissacarídeos após a 

modificação química, verificamos se a alteração poderia refletir em efeitos biológicos 

distintos entre as amostras não modificadas e modificadas.  

Para isso, utilizamos o teste de MTT, que mesmo considerando as suas limitações, é 

comumente usado como ferramenta para medição de viabilidade celular, principalmente para 

triagens inicias, por ser um método simples. Nesse ensaio, o brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-

2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT), um sal amarelo, entra nas células e é reduzido pelas 

desidrogenases mitocondriais de células viáveis e metabolicamente ativas, gerando o 

formazan, que possui coloração violeta-azulado e é insolúvel em água. O formazan é 

solubilizado em DMSO, e a sua absorbância de luz é medida em leitor de microplaca 

(GHASEMI et al., 2021; MOSMANN, 1983; STOCKERT et al., 2018). 
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Assim, a absorbância é considerada como representante da concentração de formazan, 

e consequentemente, quanto maior for a proporção de células viáveis, maior será a 

absorbância captada, pois maior será a quantidade de MTT que foi reduzida. A absorbância 

do controle negativo (sem adição de polissacarídeos) foi considerada como sendo 100% da 

viabilidade celular, e as absorbâncias dos tratamentos foram comparadas com a do controle; 

assim, o resultado reflete o aumento ou diminuição da viabilidade celular em relação ao 

controle. 

Assim, avaliamos a viabilidade celular das linhagens de células de câncer de 

colorretal, Caco-2, HT-29 e HCT-116, frente ao tratamento com 2 mg/mL das carragenas 

kappa, lambda e iota, e do fucoidano, não modificados e modificados, em três tempos de 

incubação diferentes (24, 48 e 72h), conforme apresentados nas Figuras 4, 5 e 6. 
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Figura 4 - Viabilidade celular de Caco-2 tratadas com polissacarídeos modificados e não 

modificados, após diferentes tempos de tratamento. 

 

A. Carragena kappa; B. Carragena lambda; C. Carragena iota; D. Fucoidano. Os resultados foram expressos 
como porcentagem de viabilidade celular em comparação ao controle em cada tempo de tratamento e 
apresentados como média ± erro padrão, em três experimentos independentes (passagens celulares). *p < 0.05 vs 
controle, de acordo com análise One-Way ANOVA e teste  de comparação multivariada 
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Figura 5 - Viabilidade celular de HT-29 tratadas com polissacarídeos modificados e não 

modificados, após diferentes tempos de tratamento. 

 
A. Carragena kappa; B. Carragena lambda; C. Carragena iota; D. Fucoidano. Os resultados foram expressos 
como porcentagem de viabilidade celular em comparação ao controle em cada tempo de tratamento e 
apresentados como média ± erro padrão, em três experimentos independentes (passagens celulares). *p < 0.05 vs 
controle, de acordo com análise One-Way ANOVA e teste  de comparação multivariada. 
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Figura 6 - Viabilidade celular de HCT-116 tratadas com polissacarídeos modificados e não 

modificados, após diferentes tempos de tratamento. 

 
A. Carragena kappa; B. Carragena lambda; C. Carragena iota; D. Fucoidano. Os resultados foram expressos 
como porcentagem de viabilidade celular em comparação ao controle em cada tempo de tratamento e 
apresentados como média ± erro padrão, em três experimentos independentes (passagens celulares). *p < 0.05 vs 
controle, de acordo com análise One-Way ANOVA e teste  de comparação multivariada. 

 

O tratamento com as amostras de carragenas modificadas resultou em menor efeito na 

viabilidade da Caco-2 em relação as duas outras linhagens estudadas, com exceção das 

amostras de KM e iM, que resultou em diminuição da viabilidade celular, conforme Figura 4. 

Já o tratamento com as carragenas modificadas LM e iM diminuiu a viabilidade da HT-29 nos 

três tempos testados; as mesmas carragenas não modificadas, LnM e inM, também 
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diminuíram a viabilidade de HT-29, porém apenas após 72h de tratamento, apresentados na 

Figura 5. 

Comparando os resultados do tratamento com o mesmo tipo de carragena não 

modificada e modificada, nas três linhagens celulares, observamos que em HCT-116 as 

carragenas modificadas diminuíram a viabilidade celular nos três tempos de tratamento, 

enquanto que as carragenas não modificadas não tiveram esse mesmo efeito, conforme a 

Figura 6. Aliás, o tratamento com algumas das carragenas não modificadas, como KnM após 

72h, LnM após 24h e inM nos três tempos de tratamento, interessantemente, aumentaram a 

viabilidade de HCT-116. Em estudo com células cancerígenas KB, baixas concentrações tanto 

da carragena kappa, quanto de oligossacarídeos derivados dela, também resultaram em 

aumento da viabilidade celular (YUAN; SONG, 2005). 

Não observamos diferença na comparação entre os tratamentos com os fucoidanos não 

modificados e modificados nas três linhagens estudadas. Assim, o fucoidano foi 

desconsiderado para os experimentos subsequentes. 

A diminuição da viabilidade pelas carragenas já foi demonstrada em diversas 

linhagens de células humanas de câncer, como de mama MDA-MB-23 (JAZZARA et al., 

2016) e MCF-7, neuroblastoma SH-SY5Y (SOUZA et al., 2018) e câncer de cólon HT-29 

(SUGANYA et al., 2016), o que reforça o seu potencial como agente anticâncer. 

Como um dos objetivos do estudo foi investigar a influência da estrutura química dos 

polissacarídeos sulfatados no efeito biológico de células de câncer colorretal, ou seja, a 

estrutura-dependência desses efeitos, a linhagem celular HCT-116 foi selecionada para o 

prosseguimento dos estudos. Isso porque ela apresentou maiores diferenças entre as 

carragenas não modificadas e modificadas, e diminuição de viabilidade com o tratamento das 

três carragenas modificadas. 

 

5.3. Efeitos biológicos das carragenas modificadas nas células HCT-116 

 

Na sequência, realizamos diversos experimentos para investigar o efeito biológico do 

tratamento com as amostras de carragenas modificadas kappa, lambda e iota em cultura de 

célula de câncer colorretal HCT-116, como a avaliação da viabilidade celular, proliferação 

celular, ciclo celular, apoptose e a expressão de proteínas relacionadas. 
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5.3.1. Diminuição de forma dose-dependente da viabilidade celular de HCT-116 

 

Primeiramente, verificamos o efeito de diferentes concentrações das amostras de 

carragenas modificadas na viabilidade de HCT-116. Para isso, foi usado novamente o teste de 

MTT, no qual as células foram tratadas com diferentes concentrações de KM, LM e iM (0, 

0,25, 0,50, 1, 2 e 4 mg/mL), em três tempos de incubação diferentes (24, 48 e 72h). Os 

resultados obtidos seguem nas Figuras 7, 8 e 9. 

 

Figura 7 - Viabilidade celular de HCT-116 tratadas com diferentes concentrações da 

carragena kappa modificada em diferentes tempos de tratamento. 

 
A. 24h; B. 48h; C. 72h de tratamento. Os resultados foram expressos como porcentagem de viabilidade celular 
em comparação ao controle e apresentados como média ± erro padrão, em três experimentos independentes 
(passagens celulares). *p < 0.05 vs controle, de acordo com análise One-Way ANOVA e teste  de 
comparação multivariada. 

 

Figura 8 - Viabilidade celular de HCT-116 tratadas com diferentes concentrações da 

carragena lambda modificada em diferentes tempos de tratamento. 

 
A. 24h; B. 48h; C. 72h de tratamento. Os resultados foram expressos como porcentagem de viabilidade celular 
em comparação ao controle e apresentados como média ± erro padrão, em três experimentos independentes 
(passagens celulares). *p < 0.05 vs controle, de acordo com análise One-Way ANOVA e teste  de 
comparação multivariada. 
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Figura 9 - Viabilidade celular de HCT-116 tratadas com diferentes concentrações da 

carragena iota modificada em diferentes tempos de tratamento. 

 
A. 24h; B. 48h; C. 72h de tratamento. Os resultados foram expressos como porcentagem de viabilidade celular 
em comparação ao controle e apresentados como média ± erro padrão, em três experimentos independentes 
(passagens celulares). *p < 0.05 vs controle, de acordo com análise One-Way ANOVA e teste  de 
comparação multivariada. 

 

Conforme demonstrado nas Figuras 7 e 8, constatamos que as amostras de KM e LM 

agiram de uma forma dose-dependente na diminuição da viabilidade celular de HCT-116 a 

partir de 48h de tratamento, enquanto que com iM foi a partir de 24h, demonstrado na Figura 

9. O tratamento que teve maior efeito na diminuição da viabilidade celular foi a maior 

concentração testada de KM, 4 mg/mL, chegando a 3,99% de viabilidade após 72h de 

tratamento. 

Diminuição de viabilidade de uma maneira dose-dependente também já foi 

demonstrada em ensaios com células HCT-116 tratadas com sulfato de condroitina derivada 

de esturjão (WU, R. et al., 2020) e fucoidano (KIM, E. J. et al., 2010); HT-29 tratadas com 

fucoidano extraído de Fucus vesiculosus (HAN; LEE; LEE, 2015); e MDA-MB-231 (células 

de câncer de mama) tratadas com carragena predominantemente do tipo iota (MURAD et al., 

2015). 

Os dados obtidos no teste de MTT foram então utilizados para calcular a concentração 

inibitória média que diminuiu em 50% (IC50) a viabilidade celular de HCT-116 (Anexos A, B 

e C). O cálculo do IC50 é comumente utilizado para testar a citotoxicidade de moléculas e 

drogas em ensaios in vitro (FEMINA et al., 2023). Quanto menor o IC50, maior o efeito 

citotóxico da carragena modificada na viabilidade celular de HCT-116. 
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Tabela 2 - Concentração inibitória média das carragenas modificadas que diminuiu em 50% 

(IC50) a viabilidade celular de HCT-116 em diferentes tempos de tratamento e os respectivos 

R2 de seus gráficos. 

Amostra 
Tempo de 
tratamento 

IC50 (mg/mL) R2 

KM 

24h - 0,5896 

48h 1,035 0,9286 

72h 2,801 0,9469 

LM 
24h - 0,2345 

48h 1,811 0,928 

72h - 0,8398 

iM 
24h - 0,8128 

48h 2,304 0,8674 

72h 1,271 0,7961 
KM: Carragena kappa modificada; LM: Carragena lambda modificada; iM: Carragena iota modificada. 

 

Conforme mostra a Tabela 2, não foi possível determinar o IC50 de HCT-116 tratadas 

por 24h com as três carragenas modificadas. Embora o efeito da iM tenha ocorrido de uma 

maneira dose-dependente em 24h, ela não diminuiu a viabilidade celular a ponto de atingir o 

IC50. Células Caco-2 tratadas com fucoidano proveniente de Sargassum fusiforme 

apresentaram IC50 de 0,25 mg/mL após 24h de tratamento (WU, T. C. et al., 2020); e células 

HeLa tratadas com as carragenas kappa e lambda apresentaram IC50 de 0,551 mg/mL para 

kappa e 0,475 mg/mL para lambda após 72h de tratamento (PRASEDYA et al., 2016). 

Analisando a Tabela 2 concluímos que as carragenas tiveram um maior efeito na 

viabilidade da HCT-116 em 48h de tratamento. Mesmo que em 24h não tenha sido possível 

calcular o IC50, optamos por realizar os ensaios subsequentes apenas com 24h, no intuito de 

analisar as alterações celulares iniciais que as carragenas modificadas poderiam causar na 

HCT-116. Baseado no IC50 das três carragenas modificadas em 48h de tratamento (1-1,8 

mg/mL), selecionamos as concentrações de 1 e 3 mg/mL para o prosseguimento dos ensaios 

celulares. 
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5.3.2. Diminuição da proliferação celular de HCT-116 

 

No câncer surgem defeitos na regulação da proliferação normal das células, que dentre 

outras, é uma das capacidades adquiridas pela maioria dos tipos de câncer humano 

(HANAHAN; WEINBERG, 2000).  

Um dos parâmetros indiretos que podem ser usados para medir a proliferação celular é 

o monitoramento da síntese de DNA, já que ocorre a replicação do DNA no processo de 

divisão das células. O BrdU é um análogo da timidina, um dos nucleotídeos que formam o 

DNA. Assim, esse método se baseia na incorporação do BrdU na síntese do DNA que ocorre 

durante a proliferação celular, e com o uso de anticorpo específico para o BrdU, é possível 

fazer a sua quantificação colorimétrica em leitor de microplaca (VEGA-AVILA; PUGSLEY, 

2011). A intensidade de absorbância captada é relacionada à quantidade de BrdU incorporado, 

que por fim é associado à proporção de células que proliferaram durante o tratamento. Da 

mesma forma que foi calculada a viabilidade, a absorbância do controle negativo (sem adição 

de polissacarídeos) foi considerada como sendo 100% da proliferação celular, e comparada 

com as dos tratamentos.  

Assim, investigamos o efeito das carragenas modificadas na proliferação celular de 

HCT-116 tratadas por 24h com as concentrações de 1 e 3 mg/mL de KM, LM e iM, e 

adicionamos também a concentração de 0,25 mg/mL para KM, visto que foi a carragena mais 

tóxica para HCT-116 nos ensaios de viabilidade celular. Os resultados estão demonstrados na 

Figura 10. 
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Figura 10 - Proliferação celular de HCT-116 tratada com diferentes concentrações das 

carragenas kappa, lambda e iota modificadas após 24h de tratamento; doxorrubicina foi 

utilizada como controle positivo. 

 
KM: kappa modificada; LM: lambda modificada; iM: iota modificada; DOX: doxorrubicina. 
Os resultados foram expressos como porcentagem de proliferação celular em comparação ao controle e 
apresentados como média ± erro padrão, em três experimentos independentes (passagens celulares). *p < 0.05 vs 
controle, de acordo com análise One-Way ANOVA e teste  de comparação multivariada. 

 

As amostras KM e LM diminuíram a proliferação celular de HCT-116 em todas as 

concentrações testadas, principalmente nas mais altas, ao contrário do que foi observado no 

tratamento com iM, que não teve efeito na proliferação. Ensaios com células HT-29 tratadas 

com fucoidano extraído de Fucus vesiculosus por 24h (HAN; LEE; LEE, 2015), e DLD-1 e 

SW480 (de câncer de cólon) tratadas com fucoidano proveniente de Sargassum fusiforme (LI 

et al., 2022) também apresentaram diminuição da proliferação celular. 

Notamos que as concentrações mais altas de KM e LM tiveram um efeito ainda maior 

do que com o tratamento com 1 µM de DOX, que é um quimioterápico utilizado contra o 

câncer de mama. Diminuição da viabilidade celular de HCT-116 após tratamento com DOX 

já foi anteriormente reportada, e foi associada à parada do ciclo de Krebs, depleção 

metabólica, disfunção mitocondrial e ausência de Ki67 (um marcador comum de proliferação) 

(GANESAN; PRABHAKARAN; GOPALAKRISHNAN, 2022; SLIWINSKA et al., 2009). 

 

5.3.3. Parada do ciclo celular da fase sub-G1 

 

A diminuição observada na proliferação celular de HCT-116 tratadas com as amostras 

KM e LM apontaram para uma possível alteração nos eventos relacionados ao ciclo celular e 
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apoptose. O ciclo celular é um complexo conjunto de processos metabólicos que ocorrem com 

as células a partir do seu surgimento após a mitose até o momento em que ela se divide e 

origina duas células-filhas, e é composta pela interfase e pelo estágio M (mitótico). A 

interfase é dividida em 3 principais fases: na G1 ocorre o preparo para a síntese do DNA e é o 

primeiro ponto de restrição; na fase S ocorre principalmente a duplicação do DNA; e na fase 

G2/M ocorre a preparação para a mitose, além de ser também outro ponto de restrição. Nos 

pontos de restrição ocorre a checagem da estrutura do DNA, prevenindo assim a progressão 

do ciclo no caso de danos no DNA ou replicação incompleta, promovendo assim a parada do 

ciclo caso seja necessário (BERTOLI; SKOTHEIM; DE BRUIN, 2013; SCHAFER, 1998; 

VAN DEN HEUVEL, 2005). 

Enquanto nas células normais há um controle dos sinais de proliferação e 

sobrevivência, e a ativação de mecanismos em resposta à danos no DNA, como reparo, parada 

da progressão do ciclo celular e indução da apoptose, as células de câncer desenvolvem 

mecanismos que ignoram tais sinais e perturbam as vias que restringem a resposta 

proliferativa (EVAN; VOUSDEN, 2001; KASTAN; BARTEK, 2004). 

Assim, primeiramente investigamos o efeito no ciclo celular de HCT-116 tratadas com 

0,25 e 1 mg/mL de KM, e 1 e 3 mg/mL de LM, por 24h. Uma vez que o tratamento com 1 e 3 

mg/mL de KM apresentaram praticamente o mesmo efeito no ensaio de proliferação celular, 

eliminamos a concentração de 3 mg/mL nos ensaios subsequentes, bem como o tratamento 

com iM, que não teve efeito na proliferação de HCT-116 (Figura 10). 

Após 24h de tratamento com as amostras KM e LM, a membrana das células foi 

permeabilizada com Triton e o DNA das células foi corado com 7-AAD, um corante que se 

insere entre as bases nitrogenadas citosina-guanina da fita dupla de DNA. Assim, a partir da 

análise da quantificação de DNA no interior das células é possível identificar as diferentes 

fases do ciclo celular, onde as células que estão na fase G2/M possuem o dobro de DNA do 

que aquelas na fase G0/G1, representadas pela intensidade de fluorescência; já as células em 

morte celular, cujo DNA está fragmentado, apresentam menor intensidade (CARVALHO; 

RIBEIRO; NOGUEIRA, 2010). Os efeitos das amostras KM e LM no ciclo celular de HCT-

116 estão ilustrados na Figura 11.  
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Figura 11 - Efeito no ciclo celular de HCT-116 tratadas com diferentes concentrações das 

carragenas kappa, lambda e iota modificadas, após 24h de tratamento; doxorrubicina foi usada 

como controle positivo. 

 
KM: kappa modificada; LM: lambda modificada; DOX: doxorrubicina. 
A. Os resultados foram expressos em porcentagem de células e apresentados como média ± desvio padrão em 
três experimentos independentes (passagens celulares). *p < 0.05 vs controle, de acordo com análise One-Way 
ANOVA e teste  de comparação multivariada. B. Histogramas representativos da separação das células 
marcadas com 7-AAD por citometria de fluxo.  

 

Notamos que houve uma diminuição da população de células na fase G1 nos 

tratamentos com 1 mg/mL de KM, e com 1 e 3 mg/mL de LM, bem como no tratamento com 

1 µM de DOX. No caso do tratamento com DOX, também observamos um aumento de 
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células na fase G2, caracterizando uma parada do ciclo celular nessa fase, resultado 

semelhante ao reportado por Kitada, Pu e Toi (2019), que além disso observou também 

parada na fase G1. Geralmente, a DOX induz ao dano no DNA, parada do ciclo celular e ativa 

os pontos de controle das fases G1 e G2/M (MIZUNO et al., 2009). 

Constatamos também que o tratamento com as duas concentrações de LM, 1 e 3 

mg/mL, aumentaram a população de células na fase sub-G1. O aumento da fase sub-G1 

geralmente está associado à indução de morte celular, como a apoptose. Células HCT-116 

tratadas com extrato da planta Artemisia absinthium (NAZERI et al., 2020) e células HT-29 

tratadas com fucoidano extraído de Fucus vesiculosus (KIM; KWON; NAM, 2017), que 

tiveram aumento do sub-G1, sofreram apoptose associada ao aumento de proteínas pró-

apoptose, como Bax e Fas, e diminuição de proteínas anti-apoptóticas, como Bcl-2 e Bcl-xL. 

 

5.3.4. Ausência de efeito na apoptose celular 

 

A homeostase celular garante o balanço entre a quantidade de células novas e células 

com danos que são removidas . Uma das formas de regulação da homeostase 

celular é através da morte celular, que pode ocorrer de três principais formas: apoptose, 

necrose e autofagia.  

A apoptose, ou morte celular programada, é a forma mais prevalente de morte celular. 

Na apoptose, a célula para de crescer e se dividir, e tem início um processo que conduz à 

destruição da célula. A apoptose pode ocorrer como resposta a danos na célula ou estresses, 

mas também durante o desenvolvimento normal e morfogênese. Ela ocorre através da 

ativação das caspases, e a partir daí ocorrem diversos eventos bioquímicos e celulares, como a 

condensação do citoplasma e da cromatina, fragmentação do DNA e fragmentação celular em 

corpos apoptóticos, que são degradados por fagocitose sem que ocorra o lançamento do seu 

conteúdo no ambiente ao redor GREEN, 2005; NIKOLETOPOULOU et 

al., 2013; SHINTANI; KLIONSKY, 2004). 

A necrose é uma forma de morte celular patológica, induzida por danos externos ou 

por patologia, mas não no desenvolvimento normal. A necrose geralmente envolve a super 

regulação de várias proteínas e compostos pró inflamatórios. Na necrose ocorre a ruptura da 

membrana plasmática e o lançamento do conteúdo celular no ambiente ao redor CY, 

2019; LOS et al., 2002; NIKOLETOPOULOU et al., 2013).  

Visto que uma das seis alterações fisiológicas que é considerada como marca do 

câncer  é a capacidade de escapar da apoptose (HANAHAN; WEINBERG, 2000), e dado 
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que, além da diminuição da viabilidade (Figuras 7 e 8) e da proliferação celular (Figura 10) de 

HCT-116 após o tratamento com KM e LM, observamos também aumento da fase sub-G1 na 

análise do ciclo celular (Figura 11), seguimos com a verificação o efeito do tratamento das 

carragenas KM e LM na apoptose de HCT-116 tratadas por 24h nas concentrações de 1 e 3 

mg/mL de LM, e 0,25 e 1 mg/mL de KM. 

Após 24h de tratamento, as células foram coradas com anexina V e iodeto de propídio, 

seguido de análise por citometria de fluxo. Em células viáveis, as fosfatidilserinas se 

encontram na superfície interna da membrana plasmática (voltadas para o citoplasma); no 

entanto, na fase inicial da apoptose, elas são translocadas para a superfície externa, como 

sinalizadoras para a fagocitose por macrófagos. Nesse momento, a anexina V, que tem 

afinidade pelas fosfatidilserinas, consegue se ligar a elas. Na apoptose também ocorre a 

fragmentação do DNA e a perda de conteúdo de DNA nuclear, e em células em necrose 

ocorre a ruptura de membranas, permitindo assim que o iodeto de propídio, um corante com 

afinidade por DNA que se intercala em pequenas sequências de bases de nucleotídeos, se 

ligue à ele (CROWLEY et al., 2016; NAGATA, 2018; RICCARDI; NICOLETTI, 2006; 

VORSELEN, 2022). Dessa forma, com o uso desses dois marcadores, é possível identificar:  

 

a) células em apoptose inicial, marcadas apenas com anexina V, uma vez que a membrana 

ainda está íntegra e o iodeto de propídio não consegue entrar na célula (quadrante 1  Q1); 

b) células em apoptose tardia, duplamente marcadas, tanto com anexina V como com 

iodeto de propídio, uma vez que nesse estágio o iodeto de propídio já consegue entrar 

(quadrante 2  Q2); 

c) células em necrose, marcadas apenas com iodeto de propídio (quadrante 3  Q3); 

d) células viáveis, que não estão marcadas nem com anexina V nem com iodeto de 

propídio (quadrante 4  Q4). 

 

A análise do efeito do tratamento com KM e LM na apoptose de HCT-116 está 

exposto na Figura 12. 
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Figura 12 - Efeito na apoptose de HCT-116 tratadas com diferentes concentrações das 

carragenas kappa e lambda modificadas, após 24h de tratamento; doxorrubicina e 

dimetilsulfóxido foram utilizados como controle positivo. 

 
KM: kappa modificada; LM: lambda modificada; DOX: doxorrubicina; DMSO: dimetilsulfáxido. 
A. Os resultados foram expressos em porcentagem de células apresentados como média ± desvio padrão, em três 
experimentos independentes (passagens celulares). *p < 0.05 vs controle, de acordo com análise One-Way 
ANOVA e teste  de comparação multivariada. B. Imagens representativas das células marcadas com 
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Anexina V FITC e iodeto de propídio por citometria de fluxo, sendo, Q1: quadrante de apoptose; Q2: quadrante 
de apoptose tardia; Q3: quadrante de necrose; Q4: quadrante de células viáveis.  

 

O tratamento com KM e LM não interferiu no perfil de apoptose nem de necrose das 

células. O tratamento com 1 µM DOX, inclusive, diminuiu as células em necrose e aumentou 

as viáveis. A maioria das células de HCT-116 tratadas com 0,1 µM de DOX também não 

sofreu apoptose em ensaio realizado por SLIWINSKA et al. (2009). Já no tratamento com 5% 

de DMSO observamos aumento das células que sofreram apoptose e diminuição das células 

viáveis. De fato, já foi reportado que o tratamento com 2% de DMSO por 24h induziu a morte 

neuronal (GALVAO et al., 2014), e aumentou a expressão de Fas e a atividade das caspases 

3/7 e 8, indicando apoptose em células pré-osteoblásticas de camundongos (THALER et al., 

2012). 

Outro tipo de morte celular é a autofagia, um processo de autodigestão na qual ocorre 

o envolvimento de organelas e material citoplasmáticos dentro de vesículas, que se fundem 

com lisossomos e então são degradadas por hidrolases específicas. Em nível basal, a autofagia 

colabora com a renovação dos componentes citoplasmáticos, mas ela também pode ser 

induzida por fatores externos (EISENBERG-LERNER; KIMCHI, 2009; LEVINE; 

KROEMER, 2008; SHINTANI; KLIONSKY, 2004). Células de câncer podem apresentar 

morte celular por autofagia como resposta a tratamentos que não tiveram efeito na apoptose, 

na necrose e nem no ciclo celular, como em células DLD-1 (de câncer colorretal) tratadas 

com panitumumabe (GIANNOPOULOU et al., 2009). Assim, a autofagia pode ter sido um 

dos mecanismos ativados após o tratamento com KM e LM; no entanto, ensaios específicos 

não foram conduzidos para confirmar tal hipótese. 

 

5.3.5. Aumento na síntese da proteína p21 

 

Finalmente, utilizamos o método de Western blotting para verificar o efeito após 24h 

de tratamento com 0,25 e 1 mg/mL de KM, 1 e 3 mg/mL de LM, na síntese de proteínas 

associadas ao ciclo celular - p21 e p53 - e à apoptose - caspase 3 clivada, pró caspase 9, e 

caspase 9 clivada. 

O Western blotting é uma técnica pela qual é possível detectar e quantificar proteínas 

de amostras biológicas. Primeiramente, as células tratadas foram lisadas, e após preparação da 

amostra, as proteínas foram colocadas em gel de poliacrilamida, que foi submetido à 

eletroforese; assim, a separação das proteínas ocorreu de acordo com os seus pesos 

moleculares. Na sequência, as proteínas foram transferidas para membrana de nitrocelulose, e 
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com o uso de anticorpos específicos para as proteínas de interesse foi finalmente realizada a 

sua detecção, e posterior quantificação. Os resultados foram expostos em quantidade relativa 

-actina, e estão apresentados na Figura 

13. 
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Figura 13 - Efeito na síntese de diferentes proteínas de HCT-116 tratadas com diferentes 

concentrações das carragenas kappa e lambda modificadas após 24h de tratamento. 

 
KM: kappa modificada; LM: lambda modificada; DOX: doxorrubicina. 
A. -actina carregada e apresentados como média ± erro padrão, 
em três experimentos independentes (passagens celulares). *p < 0.05 vs controle, de acordo com análise One-
Way ANOVA e teste  de comparação multivariada. B. Imagens representativas das membranas 
contendo as diferentes proteínas que foram investigadas. 
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Reforçando a ausência de efeito do tratamento com KM e LM na apoptose de HCT-

116, não observamos alteração na quantidade relativa de caspase 3 clivada, pró caspase 9 e 

caspase 9 clivada, conforme mostram as Figuras 13.A3, A4, A5 e B. A indução da apoptose 

frequentemente ocorre pela via das caspases, como em células HT-29 tratadas com fucoidano 

extraído de Fucus vesiculosus (KIM, E. J. et al., 2010) e em células MDA-MB-231 (de câncer 

de mama) tratadas com carragena predominantemente do tipo iota, cuja apoptose demonstrou 

ser regulada pelos genes das caspases 3 e 9, p53, Bax e Bcl-2 (MURAD et al., 2015). 

Constatamos aumento na quantidade relativa de p21 decorrente do tratamento com 1 

mg/mL de KM e 3 mg/mL de LM, conforme Figuras 13.A1 e B, resultado que corrobora com 

a diminuição observada na proliferação celular (Figura 10). A p21 é uma proteína que está 

associada à parada do crescimento e do ciclo celular, e que pode regular as suas diversas 

fases, da G1 até G2/M, através da inibição dos complexos formados por ciclinas e quinases 

dependentes de ciclinas (CDKs), associação à PCNA (antígeno nuclear de célula proliferante), 

entre outros mecanismos (ABBAS; DUTTA, 2009; JUNG; QIAN; CHEN, 2010).  

Comumente, a diminuição da viabilidade e proliferação celular, bem como a parada do 

ciclo celular na fase G1, estão associadas ao aumento de p21 em diferentes linhagens de 

células de câncer colorretal, como em: HCT-116 tratadas com peptídeo específico (LI et al., 

2018), e com L-carnosina, um dipeptídeo de aminoácidos beta-alanina e histidina (LEE et al., 

2018); DLD-1 e SW480 tratadas com fucoidano proveniente de Sargassum fusiforme (LI et 

al., 2022); e HT-29 tratadas com fucoidano extraído de Fucus vesiculosus (HAN; LEE; LEE, 

2015), cujos efeitos ainda foram associados à diminuição das ciclinas E, E1 e D1, CDK2 e 4, 

aumento de Bax, caspase 3 clivada e p53, e ativação da via AKT. No entanto, o aumento de 

p21 após tratamento com 3 mg/mL de LM foi associado à parada no ciclo celular em sub-G1, 

ou seja, antes da fase G1. Embora o tratamento com 1 mg/mL de KM também tenha sido 

associado ao aumento de p21, não foi observada alteração no ciclo celular de HCT-116 após 

esse tratamento. 

Além de ser uma proteína-chave na regulação do ciclo celular, a p21 pode também 

estar envolvida em processos autofágicos, como em células HT-29 tratadas com 

dimetilfumarato, cujo o aumento de p21 esteve associado ao aumento da atividade autofágica 

e ausência de indução de apoptose, e em células T84 (de câncer colorretal), que além da 

autofagia, também apresentou modesta indução de apoptose e aumento da atividade das 

caspases 3 e 7 (KALUZKI et al., 2019); em células DLD-1 e COLO 205 tratadas com extrato 

de Koelreuteria formosana (planta comum no Taiwan), que também demonstrou parada do 

ciclo em G2/M (HORNG et al., 2017); e em células HT-29 tratadas com derivado 



59 

benzaldeído de ascorbato de sódio, que tiveram também ausência de caspase-3 ativa e 

fosforilação de AKT (CHEUNG et al., 2010). A apoptose e a autofagia também podem 

ocorrer concomitantemente e estarem associadas ao aumento de p21, como em células SW620 

(de câncer colorretal) tratadas com hexóxido tetra arsênico, que exibiram diminuição da 

viabilidade, parada do ciclo celular em G2/M e aumento de sub-G1, com indução de apoptose 

dependente das caspases 3, 8 e 9 e indução de autofagia (NAGAPPAN et al., 2017); e em 

HCT-116 tratadas com protopina que apresentaram indução de apoptose associada ao 

aumento da atividade das caspases 3 e 7, autofagia e ativação da via de p53 (SON et al., 

2019). 

O aumento de p21 pode estar associado ainda à indução de diversos genes 

correlacionados com células em senescência (CHANG et al., 2000). De fato, já foi reportado 

que a p21 é requerida para o desenvolvimento de senescência em células HCT-116 (HAN et 

al., 2002), e estar associada, simultaneamente, à indução da autofagia e da senescência, como 

em células HCT-116 tratadas com curcumina, um polifenol derivado de Curcuma longa, que 

apresentaram ainda evidências de indução de p21 independente de p53 (MOSIENIAK et al., 

2012). A senescência é uma parada estável do ciclo celular, na qual as células se mantêm 

metabolicamente ativas, mas com diversas alterações metabólicas, como resistência à 

apoptose, parada do ciclo celular e inibição de CDKs (HERNANDEZ-SEGURA; NEHME; 

DEMARIA, 2018; KUMARI; JAT, 2021). 

O tratamento com 1 µM de DOX aumentou não somente a quantidade de p21 como 

também de p53 (Figuras 13.A1, A2 e B). Em ensaio conduzido por SLIWINSKA et al. 

(2009), após tratamento de HCT-116 com 0,1 uM de DOX, a maioria das células pararam de 

proliferar, e foi detectado aumento de p53, p21 e ciclina D1, que podem ser marcadores de 

senescência. O tratamento com DOX induz o fenótipo de senescência e a parada do 

crescimento terminal em HCT-116, sendo p21 e p53 reguladores positivos da senescência, 

embora não sejam os únicos (CHANG et al., 1999). 

Apesar do gene da p53 estar diretamente relacionado à regulação da transcrição da 

p21, ao contrário do observado no tratamento com a DOX, não observamos alteração na 

quantidade relativa de p53 após o tratamento com KM e LM, constatado pelas Figuras 13.A2 

e B. Embora a expressão de p21 seja regulada por p53, outros mecanismos de ativação e 

fatores de transcrição também ativam a expressão de p21 de uma maneira independente de 

p53, como através de TGF- (DATTO et al., 1995; EROL, 2011; JUNG; QIAN; CHEN, 

2010; MOSIENIAK et al., 2012). 
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Em suma, é inegável o efeito do tratamento de KM e LM na cultura de células HCT-

116, que demonstrou diminuição tanto da viabilidade quanto da proliferação celular. Tal 

diminuição foi associada à alteração no ciclo celular com o tratamento com LM, com aumento 

da fase sub-G1, que não foi associada à apoptose nem à ativação das caspases 3 e 9, mas sim 

ao aumento da proteína p21, que provavelmente foi ativada de forma independente de p53, 

tanto com KM como LM. Por fim, o aumento da fase sub-G1 indica aumento de morte 

celular, que foi distinta de apoptose e necrose. Assim, nós sugerimos, baseado na revisão 

bibliográfica aqui apresentada, que os efeitos biológicos observados em HCT-116 são 

dependentes de p21, associado a senescência e/ou à morte celular do tipo autofágica.  

Contudo, reforçamos que ensaios específicos, como visualização de corpos 

autofágicos e identificação da proteína LC3-II, que é convertida a partir de LC3-I por indução 

autofágica, precisariam ser realizados para confirmar tal teoria. Também encorajados pelo 

aumento da p21, sugerimos que o processo de senescência poderia ser outro mecanismo 

ativado nas células HCT-116 tratadas com KM e LM, induzido ainda de forma concomitante 

ou distinta da autofagia. Novamente, outros experimentos precisariam ser conduzidos para 

-H2AX foci, que demonstra dano 

contínuo e irreparável do DNA. 

 

5.4. Análise da estrutura química das amostras 

 

As carragenas são galactanos sulfatados que possuem um suporte principal de 

dissacarídeos formados por unidades alternadas de D-galactopiranosil (unidade A) conectadas 

por ligações glicosídicas -1,4 com D-galactopiranosil (unidade B); algumas estruturas de 

carragenas apresentam as unidades B ciclizadas como 3,6-anidrogalactose (RODRÍGUEZ 

SÁNCHEZ; MATULEWICZ; CIANCIA, 2022).  

Dependendo do padrão de sulfatação das unidades A (também conhecida por unidade 

G) e da estrutura da unidade B (também conhecida como unidade D), as carragenas podem ser 

classificadas em diferentes famílias (RODRÍGUEZ SÁNCHEZ; MATULEWICZ; CIANCIA, 

2022), conforme mostra a Figura 14. 
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Figura 14  Estrutura geral dos diferentes tipos de carragenas. 

 
Família das carragenas: A. B. C.  
Fonte: RODRÍGUEZ SÁNCHEZ; MATULEWICZ; CIANCIA (2022). 
 

a) D-galactose-4-sulfato (G4S); e variam 

D-galactose-6-

D-galactose-2,6-dissulfato (D2S,6S); em kappa a unidade B 

é ciclizada em 3,6-anidrogalactose não sulfatada (DA), -

anidrogalactose-2-sulfato (DA2S); 

b) D-galactose-2-sulfato (G2S); e enquanto em lambda a 

unidade B é composta por D-galactose-2,6-

ciclizada em 3,6-anidrogalactose-2-sulfato (DA2S); 

c)  (G); e a unidade 

B de gamma  é composta por D-galactose-6-sulfato (D6S); em beta é ciclizada em 

3,6-anidrogalactose não sulfatada (DA), e em alpha  em 3,6-anidrogalactose-2-

sulfato (DA2S). 
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As carragenas produzidas pelas algas vermelhas não possuem essas estruturas puras e 

idealizadas, apresentando-se, na verdade, como uma mistura de estruturas ou estruturas 

híbridas. Entre as carragenas mais recorrentes e comercialmente relevantes estão as do tipo 

kappa, iota e lambda (PEREIRA et al., 2009; RODRÍGUEZ SÁNCHEZ; MATULEWICZ; 

CIANCIA, 2022).  

Uma vez que as amostras de KM e LM demonstraram efeitos biológicos em cultura 

celular de HCT-116 (conforme apresentado no item 5.3), realizamos a análise estrutural das 

moléculas de ambas as carragenas por FTIR e RMN HSQC, para identificar as suas estruturas 

químicas. 

 

5.4.1. Espectroscopia por infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

 

A FTIR é uma técnica eficiente para analisar estruturas de polissacarídeos. Nessa 

técnica, a molécula absorve radiação no infravermelho, que se converte em energia de 

vibração molecular, representada em forma de bandas. Grupos funcionais específicos geram 

picos de absorção característicos em certos comprimentos de onda, e a partir dessa análise é 

possível identificar a estrutura das moléculas (BERTHOMIEU; HIENERWADEL, 2009; 

GÓMEZ-ORDÓÑEZ; RUPÉREZ, 2011). 

Os espectros de KnM, KM, LnM e LM entre 4000-550 cm-1 foram apresentados nas 

Figuras 15 e 16. Os valores das bandas encontradas nos espectros constam na Tabela 3, e 

foram comparadas com as conhecidas impressões digitais das unidades de dissacarídeos ou 

grupos químicos das carragenas já reportados na literatura, conforme Tabela 4, para 

identificação das unidades que compõem as amostras estudadas. 
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Figura 15 - Espectros de infravermelho por transformada de Fourier das carragenas kappa não 

modificada (KnM) e modificada (KM). 

 
A. Espectro entre 4000-550 cm-1; B. Espectro entre 1100-550 cm-1. 
KnM: carragenas kappa não modificada; KM: carragena kappa modificada; G4S: D-galactose-4-sulfato; DA: 
3,6-anidrogalactose; SO3: éster sulfato. 
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Figura 16 - Espectros de infravermelho por transformada de Fourier das carragenas lambda 

não modificada e modificada. 

 
A. Espectro entre 4000-550 cm-1; B. Espectro entre 1100-550 cm-1. 
LnM: carragenas lambda não modificada; KM: carragenas lambda modificada; G4S: D-galactose-4-sulfato; DA: 
3,6-anidrogalactose; DA2S: 3,6-anidrogalactose-2-sulfato; SO3: éster sulfato. 
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Tabela 3 - Bandas identificadas na espectroscopia no infravermelho por transformada de 

Fourier das carragenas não modificadas e modificadas kappa e lambda. 

Unidade de 
dissacarídeo ou 
Grupo químico 

Amostra Banda (cm-1) 

G4S KnM 848 

G4S KM 845 

DA KM 577; 772; 891; 925; 1064;  

DA KnM 577; 772; 891; 909; 921; 1066 

SO3 KnM 1234 

SO3 KM 1222 

DA2S LnM 807 

DA2S LM 809 

DA LM, LnM 575; 771; 929; 1067 

G4S LM, LnM 841 

SO3 LM, LnM 1221 
KnM: kappa não modificada; KM: kappa modificada; LnM: lambda não modificada; LM: lambda modificada; 
G4S: D-galactose-4-sulfato; G2S: D-galactose-2-sulfato; DA: 3,6-anidrogalactose; DA2S: 3,6-anidrogalactose-
2-sulfato; D2S,6S: D-galactose-2,6-dissulfato; D6S: D-galactose-6-sulfato; SO3: éster sulfato.  

 

Tabela 4 - Impressão digital na espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier 

de diferentes tipos de carragenas. 

Unidade de 
dissacarídeo ou 
Grupo químico 

Impressão digital 

Banda (cm-1) Carragena 

G4S 840-850  

G2S 830  

DA  928-933; 1070  

DA 575-928  
DA2S 800-805; 905  

D2S,6S 820, 825  

D6S 810-820; 867  

SO3 1210-1260 
 

G4S: D-galactose-4-sulfato; G2S: D-galactose-2-sulfato; DA: 3,6-anidrogalactose; DA2S: 3,6-anidrogalactose-
2-sulfato; D2S,6S: D-galactose-2,6-dissulfato; D6S: D-galactose-6-sulfato; SO3: éster sulfato. 
Fonte: GÓMEZ-ORDÓÑEZ; RUPÉREZ (2011); HA et al. (2022). 
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Bandas entre 840-850 cm-1 são impressões digitais da carragena kappa e 

correspondem à unidade G4S, que foram observadas nos espectros tanto de KnM quanto KM 

(848 e 845 cm-1, respectivamente), sendo que o pico na KM foi mais intenso (Figura 15.B e 

Tabela 3) (ARMAN; QADER, 2012; HA et al., 2022; CICINSKAS et al., 2020a, 2020b; 

GÓMEZ-ORDÓÑEZ; RUPÉREZ, 2011; et al., 2022; PEREIRA et al., 2009; 

TECSON et al., 2021). 

A unidade de dissacarídeo DA, que compõe a unidade B da carragena kappa, aparece 

tipicamente no FTIR em banda característica entre 928-933 cm-1, além também de aparecer na 

região compreendida entre 928-575 cm-1. Essa unidade aparece bem caracterizada nos 

espectros de ambas as amostras da carragena, em um pico bem definido em 925 cm-1 na KM, 

e em dois picos, um em 921 cm-1 e outro em 909 cm-1, na KnM, além de picos em 577, 772 e 

891 cm-1, e em 1066 cm-1 na KnM, e em 1064 cm-1 na KM (Figura 15.B e Tabela 3). 

A região entre 1210-1260 cm-1 é típica do grupo sulfato. Foram constatados picos bem 

definidos em 1234 e 1222 cm-1 na KnM e KM, respectivamente (Figura 15.A e Tabela 3), 

com maior intensidade na KM, o que pode representar uma maior exposição dos grupos 

sulfato após a modificação da molécula, reforçado também pelo pico mais intenso da G4S em 

KM (ARMAN; QADER, 2012; CICINSKAS et al., 2020a, 2020b; GÓMEZ-ORDÓÑEZ; 

RUPÉREZ, 2011; MI et al., 2020; et al., 2022; PEREIRA et al., 2009). 

Nos espectros de LnM e LM esperava-se encontrar os picos característicos da 

carragena lambda, correspondentes à G2S (830 cm-1) e D2S,6S (820, 825 cm-1) (GÓMEZ-

ORDÓÑEZ; RUPÉREZ, 2011; PEREIRA et al., 2009). No entanto, como mostra a Figura 

16.B, curiosamente a carragena adquirida da Sigma como sendo lambda não apresentou 

nenhuma dessas bandas características, apenas um ombro em 807 e 809 cm-1 na LnM e LM, 

respectivamente, correspondendo à unidade DA2S, observada nas carragenas do tipo theta e 

iota (Tabela 4). Além disso, tanto LM como LnM apresentaram bandas características de DA, 

em 1067 cm-1 e 929 cm-1, e de G4S, em 841 cm-1 (Tabela 3). Tais dados indicam que essa 

carragena é composta principalmente por G4S e DA, além de DA2S. Ademais, a presença do 

grupo sulfato em ambas as amostras, LnM e LM, foi confirmada pela presença de pico 

característico em 1221 cm-1 (Figura 16.A). 

Na comparação entre a KnM e LnM (Anexo D), notamos que a molécula de LnM é 

mais sulfatada do que KnM, por apresentar pico mais intenso na região do grupo sulfato 

(1210-1260 cm-1). No entanto, observamos que LM apresentou pico menos intenso nessa 

região na comparação com LnM, o que demonstra uma possível diminuição da exposição dos 

grupos sulfato após a modificação, ao contrário do que foi observado em relação a KnM/KM. 
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De fato, na comparação entre as quatro amostras, é notável que KM é a molécula mais 

sulfatada, baseado na intensidade dos picos dessa região (Anexo D). 

 

5.4.2. Espectroscopia de ressonância magnética nuclear do tipo HSQC 

 

A espectroscopia de RMN é uma técnica que analisa a interação da rotação nuclear 

(spin) de átomos em um determinado campo magnético, que influencia o estado de energia 

dos spins dos átomos. Assim, ela determina a absorção e reemissão de radiação 

eletromagnética que ocorrem em frequências de ressonâncias específicas. Os núcleos mais 

comumente analisados são os de 13C e 1H, que fornecem informações sobre o esqueleto da 

molécula e das periferias. O espectro é representado pelos deslocamentos químicos (em ppm), 

que expressam a razão entre a frequência de ressonância de 13C ou 1H em relação à frequência 

de um composto referência (comumente o tetrametilsilano), ou seja, quanto a ressonância de 
13C ou 1H é deslocada em relação à referência (BOTHWELL; GRIFFIN, 2011; MLYNÁRIK, 

2017; RHODES, 2017).  

Nos tipos de análise em 2D, como na espectroscopia de correlação, são observados os 

acoplamentos internucleares, ou seja, a correlação de um núcleo individual com outro núcleo, 

através de ligação ou acoplamento espacial, e a detecção da frequência desses núcleos 

correlacionados. Como no HSQC, do inglês heteronuclear single quantum coherence, que 

permite analisar o acoplamento entre os núcleos de 13C e 1H separados por uma única ligação 

química, que fornecem informações mais confiáveis em termos de assinaturas dos 

deslocamentos químicos (BOTHWELL; GRIFFIN, 2011; MLYNÁRIK, 2017; RHODES, 

2017; RODRÍGUEZ SÁNCHEZ; MATULEWICZ; CIANCIA, 2022).  

Os deslocamentos químicos mudam de acordo com a quantidade e posição do grupo 

sulfato, uma vez que a alta densidade eletrônica dos grupos sulfato gera uma desblindagem 

dos átomos vizinhos, como C e H (RODRÍGUEZ SÁNCHEZ; MATULEWICZ; CIANCIA, 

2022). 

Os espectros de HSQC de KM e LM estão apresentados na Figura 17, na qual foram 

identificadas as possíveis unidades estruturais de dissacarídeos que compõem cada amostra, 

baseado na comparação com dados já conhecidos da literatura, expostos nas Tabelas 5 e 6. 
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Figura 17 - Espectros de HSQC das unidades de dissacarídeos das carragenas modificadas. 

 
A. Kappa (KM); B. Lambda (LM). 
G4S: D-galactose-4-sulfato; G2S: D-galactose-2-sulfato; DA: 3,6-anidrogalactose; DA2S: 3,6-anidrogalactose-
2-sulfato. 
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Conforme mostra tanto os dados obtidos por HSQC, na Figura 17.A e na Tabela 5, 

como os dados obtidos pelo FTIR, Figura 15, a identidade da amostra KM foi confirmada 

como sendo carragena do tipo kappa, indicando que a sua estrutura química é composta 

majoritariamente pelas unidades de dissacarídeos G4S e DA. 

A análise dos espectros de HSQC de LM, Figura 17.B e Tabela 6, mostrou a presença 

de diversas unidades de dissacarídeos distintas. Primeiramente, unidades de G2S e DA2S 

foram confirmadas praticamente por todas as ressonâncias de 13C e 1H, indicando a presença 

da carragena do tipo theta, informação que não foi fornecida apenas com os resultados de 

FTIR. A carragena theta faz parte da família das carragenas lambda, na qual a unidade B da 

D-galactose-2,6-dissulfato (D2S,6S) sofre ciclização, perdendo um grupo sulfato e formando 

a unidade 3,6-anidrogalactose-2-sulfato (DA2S). 

Além das unidades de dissacarídeos da carragena theta, também foram obtidos 

deslocamentos típicos das unidades das carragenas da família kappa: unidades de G4S, 

presente nas carragenas do tipo kappa, iota e mu; e de DA, encontrado em carragenas do tipo 

kappa, dados que corroboram com os obtidos através da análise por FTIR. 

Utilizando as técnicas de FTIR e HSQC para analisar as estruturas químicas que 

compõem as amostras KM e LM, foi possível identificar que KM é composta 

majoritariamente por unidades de G4S e DA, típicas da carragena kappa; e que LM é 

composta por uma mistura de estruturas, formada principalmente por unidades de G2S e 

DA2S, típicas da carragena theta, e por G4S e DA, típicas da carregena kappa. Importante 

ressaltar que LnM, que foi modificada e resultou em LM, foi obtida da Sigma, identificada 

como sendo carragena do tipo lambda; mas nossas análises mostraram que a amostra 

provavelmente trata-se de uma mistura. 

 

5.5. Efeito estrutura-dependente das carragenas 

 

Os efeitos biológicos das carragenas dependem do peso e estrutura molecular, e da 

linhagem celular estudada (CICINSKAS et al., 2020a). No entanto, a relação entre a estrutura 

química e a atividade biológica das carragenas ainda não é bem entendida (MATSUBARA et 

al., 2005), embora algumas publicações já tenham começado a apontar essas conexões. 

De uma maneira geral, carragenas com menor peso molecular apresentam maior efeito 

anticâncer em culturas de células quando comparadas com estruturas de maior peso 

molecular. Em ensaio realizado com duas frações de menor peso molecular de carragenas 

modificadas em ácido, e que apresentaram diferenças na análise por RMN, foi reportado 
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diminuição da viabilidade de HCT-116, e que, inclusive, as frações agiram por mecanismos 

distintos: uma por aumento da apoptose, e a outra por parada do ciclo celular na fase G1 

(RAMAN; DOBLE, 2014, 2015). Além disso, carragenas kappa e lambda também 

modificadas em ácido resultaram em moléculas com baixo peso molecular e maior efeito 

antimetabólico em células de câncer (CICINSKAS et al., 2020a). 

No entanto, na contramão do que comumente é reportado, Silchenko et al. (2018) 

observou que fucoidano com menor peso molecular teve menor efeito anticâncer em cultura 

de células do que com maior peso molecular, concluindo que poderia ter ocorrido diminuição 

dos locais ativos e dos potenciais alvos moleculares para interagir com as células. 

Um grau de sulfatação maior também é fortemente conectado com maior atividade 

anticâncer de polissacarídeos sulfatados em ensaios in vitro e in vivo (COTAS et al., 2020; 

YUAN et al., 2010; ZHURISHKINA et al., 2017). A maior sulfatação das moléculas resulta 

em aumento das cargas negativas, o que poderia facilitar a interação e a formação de 

complexos entre os polissacarídeos sulfatados e as proteínas envolvidas na proliferação 

celular, resultando em supressão de crescimento (CHO; LEE; YOU, 2010). Estudos já 

demonstraram maior citotoxicidade de carragenas lambda em comparação com kappa e iota 

em diferentes linhagens de células cancerígenas (GHANNAM et al., 2018; PRASEDYA et 

al., 2016), o que poderia estar conectado também ao maior grau de sulfatação da carragena 

lambda.  

A posição do grupo sulfato também é importante e pode interferir de maneiras 

diversas nas atividades biológicas de polissacarídeos sulfatados (LI et al., 2008). Maior 

atividade anticâncer foi demonstrada em fucoidanos com grupos sulfato localizados tanto na 

posição axial (no carbono 4 da fucose) quanto axial e equatorial (carbono 2 da fucose), além 

de citotoxicidade seletiva para células de câncer por fucoidano com grupo sulfato na posição 

equatorial (CHO; LEE; YOU, 2010; OLIVEIRA et al., 2017; ZHURISHKINA et al., 2017). 

As carragenas KM e LM apresentaram diminuição de peso molecular de >670 kDa 

para 27 e 41 kDa, respectivamente, e embora o peso molecular esteja abaixo do grau 

comercial (100 kDa), não chegou a gerar carragenas de baixo peso molecular (10-20 kDa), 

que geralmente estão associadas a efeitos inflamatórios e indutores de tumor em ensaios in 

vivo (DELAHUNTY; RECHER; HOLLANDER, 1987). Como os reportados por Ariffin et al. 

(2014), que modificaram carragenas em ácido por 4h, tempo superior aos 30 minutos da 

modificação realizada por nós, e que provavelmente resultou em carragenas com menor peso 

molecular do que de KM e LM, baseado no maior tempo de hidrólise ácida. 
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A modificação química realizada em KnM e LnM, além de diminuir o peso molecular 

de KM e LM, aumentou a exposição dos grupos sulfato em KM. Um menor peso molecular 

foi associado ao aumento do efeito biológico dessas moléculas, refletido em maior diminuição 

da viabilidade celular de HCT-116, de forma distinta de KnM e LnM, e efeitos na proliferação 

celular e síntese de p21. 

Como fica evidente, as características que conferem maior ou menor atividade 

anticâncer aos polissacarídeos sulfatados variam de acordo com as características estruturais 

do polissacarídeo. Além disso, a citotoxicidade é determinada por uma combinação de fatores 

(ZHURISHKINA et al., 2017) e não apenas por características isoladas. Existe uma grande 

variedade de fontes de polissacarídeos, assim como métodos de extração e purificação, o que 

influencia as suas propriedades físico-químicas, e consequentemente na sua atividade 

biológica (LI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2017). 
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6. CONCLUSÃO 

 

A modificação ácida diminuiu eficientemente o peso molecular das carragenas KnM, 

LnM e inM, e também do fucoidano FnM, porém em uma taxa menor. O efeito das amostras 

não modificadas e modificadas na viabilidade celular de linhagens de câncer de cólon foi 

amostra-dependente e célula-dependente. Tanto o fucoidano não modificado como o 

modificado praticamente não tiveram efeito na viabilidade celular das células estudadas. As 

células HCT-116 tiveram diminuição de viabilidade celular frente ao tratamento com as 

carragenas modificadas, mas não com as carragenas não modificadas. Além disso, os efeitos 

dos tratamentos foram tempo-dependente, apresentando efeito após 48h de tratamento, agindo 

de forma dose-dependente. 

Embora iM tenha diminuído a viabilidade celular de HCT-116, nenhum efeito foi 

observado na proliferação celular. Já KM e LM diminuíram de forma significativa a 

proliferação celular de HCT-116, provavelmente agindo por mecanismos distintos, uma vez 

que foi detectado efeito no ciclo celular, com aumento de sub-G1 apenas no tratamento com 

LM. Ambas as amostras não tiveram efeito na apoptose e necrose, nem na síntese das 

caspases 3 e 9, mas refletiram em aumento de p21 de uma maneira independente de p53.  

A partir das análises de FTIR e HSQC, foram identificadas as unidades de G4S e DA 

em KM, confirmando a sua identidade como carregana kappa, e estrutura híbrida composta 

por G2S, DA2S,6S, G4S e DA em LM, indicando a sua identidade como uma mistura de 

carragenas theta e kappa, além da confirmação da presença de grupos sulfato em ambas as 

amostras. 

Desse modo, o tratamento com as carragenas modificadas kappa e lambda resultou em 

diminuição da viabilidade e proliferação celular das células de HCT-116 associado ao 

aumento de p21 independente de p53, e aumento de sub-G1 apenas no tratamento com LM, e 

por meio de mecanismos que precisam ser mais explorados. Os resultados sugerem que a 

diminuição do peso molecular, e uma maior exposição dos grupos sulfato de KM, 

provenientes da modificação ácida, aumentou a ação anticâncer das carragenas em cultura de 

células de câncer de cólon HCT-116, ficando claro o efeito estrutura-dependente e que a ação 

biológica de polissacarídeos sulfatados está intimamente relacionada à sua estrutura química. 

Tais resultados são promissores, e certamente mais experimentos precisam ser 

realizados para investigar os mecanismos de ação das carragenas modificadas quimicamente, 

kappa e lambda, frente às células de câncer de cólon. Demonstramos aqui o potencial de 

polissacarídeos sulfatados, que são comumente usados como suplementos ou aditivos 
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alimentares, contra o câncer de cólon em ensaio in vitro. Esses achados encorajam a 

continuação da investigação da ação desses polissacarídeos em outros modelos de câncer de 

cólon, pensando na possibilidade futura de seu uso em conjunto com outras alternativas 

terapêuticas contra o câncer. 
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ANEXOS 

 

Anexo A  Concentração inibitória média que diminui em 50% (IC50) a viabilidade celular 

de HCT-116 tratadas com diferentes concentrações da carragena kappa modificada em 

diferentes tempos de tratamento. 

 
A. 24h; B. 48h; C. 72h de tratamento. Os resultados foram expressos como absorbância e apresentados como 
média ± erro padrão, em dois experimentos independentes, cada um realizado em quadruplicata. 
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Anexo B  Concentração inibitória média que diminui em 50% (IC50) a viabilidade celular de 

HCT-116 tratadas com diferentes concentrações da carragena lambda modificada em 

diferentes tempos de tratamento. 

 

A. 24h; B. 48h; C. 72h de tratamento. Os resultados foram expressos como absorbância e apresentados como 
média ± erro padrão, em dois experimentos independentes, cada um realizado em quadruplicata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



99 

Anexo C  Concentração inibitória média que diminui em 50% (IC50) a viabilidade celular de 

HCT-116 tratadas com diferentes concentrações da carragena iota modificada em diferentes 

tempos de tratamento. 

 
A. 24h; B. 48h; C. 72h de tratamento. Os resultados foram expressos como absorbância e apresentados como 
média ± erro padrão, em dois experimentos independentes, cada um realizado em quadruplicata. 
Fonte: Elaboração própria. 
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Anexo D  Espectros entre 4000-550 cm-1 de infravermelho por transformada de Fourier das 

carragenas kappa e lambda não modificada e modificada. 

 
KnM: kappa não modificada; KM: kappa modificada; LnM: lambda não modificada; LM: lambda modificada; 
SO3: éster sulfato. 












