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Artigo de Revisao

O USO DE EXTRATOS DA CARTILAGEM DE TUBARAQ
EM POSSIVEIS TERAPIAS CONTRA O CANCER: UMA REVISAO

THE USE OF SHARK CARTILAGE EXTRACTS IN
POSSIBLE THERAPIES AGAINST CANCER: AREVIEW
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Abstract

The study aims to discuss the use of extracts derived from shark
cartilage in potential cancer therapies. This is a literature review
based on literature by consulting the scientific articles selected in
the Medline, Scopus and DOAJ database. Twenty-seven articles
were included after applying the inclusion and not inclusion criteria
established by the authors. The selected studies revealed that there
are some extracts derived from shark cartilage with anticancer
properties. These properties are mostly related to the blockade of
angiogenesis and some extracts also have action on the immune
system and inhibition of metastases. The best known shark
cartilage extract is the formulation of Neovastat® (AE-941), which
was successful in studies conducted in the laboratory, but failed in
clinical trials in humans, and therefore ceased to be developed in
2007. Nevertheless, yetmany extracts are under review, and these
studies will be important to confirm or not the feasibility and
applicability of the use of shark cartilage extracts in the treatment of
cancer.
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Introducéo

O céancer é considerado um dos principais problemas de saude publica
no mundo. O aparecimento de um tipo de cancer na vida de um ser humano é
um acontecimento muito traumético, dadas as consequéncias fisicas e
emocionais desse tipo de enfermidade. Como toda doenca grave, o cancer traz
ao doente a possibilidade de morte iminente, provocando profundas alteracbes
em sua rotina’.A taxa de sobrevivéncia dos pacientes depende do estagio em
que a doencga € diagnosticada. O foco principal no estudo da carcinogénese
envolve quatro processos fundamentais: proliferacdo (ciclo celular), apoptose
(morte celular programada), angiogénese (formacdo de novos vasos
sanguineos) e metastase (infiltracdo e propagacédo das células cancerigenas).
Baseado nisso, a comunidade cientifica pesquisa por substancias naturais ou
sintéticas cujos produtos podem influenciar esses processos, principalmente a
angiogénese, alterando assim o curso da doenca?.

A angiogénese €& o0 evento central na carcinogénese. A
neovascularizacdo é necessaria para que o tecido tumoral possa crescer e
sofrer metastase, pois permite a chegada de nutrientes e oxigénio, e a saida de
residuos metabdlicos. Tumores que ndo possuem esta vascularizacdo
independente podem crescer,suportados pela difusdo passiva de oxigénio, até
o tamanho algo em torno de 2 a 3 mm de diametro®.Quando a
neovascularizacdo nos locais dos tumores é bloqueada, a proliferacdo de
células cancerosas € equilibrada pela necrose das mesmas devido a
diminuicdo do suprimento sanguineo e consequente hipdxia*.Por esse motivo,
o blogueio da angiogénese foi, e continua sendo, alvo de pesquisas, levando a
descoberta de proteinas angiostaticas e moléculas que inibem a proliferacdo de
células endoteliais, migracéo e formacéo de vasos sanguineos”.

A ideia de usar a cartilagem de tubardo como substancia anticancer
surgiu do pensamento inicial e errdbneo de que os tubardes, por terem esqueleto
cartilaginoso, ndo desenvolveriam cancer®.Ajudando a fundamentar essa
hip6tese temos que a cartilagem € um tecido avascular, e por esta razao
suspeitou-se que ela possuia componentes com atividade antiangiogénica.
Estudos in vitro e in vivo demonstraram que a cartilagem de tubardo tem um
papel importante no tratamento do cancer gracas a sua capacidade de inibir o
processo de angiogénese’. Varias preparacdes foram obtidas a partir da
cartilagem de tubaréo para testar essa hipotese: uma delas (U-995) derivada do
tubardo azul (Glauca Prionace), e outra, o AE-941(Neovastat®), derivado do
tubardo-martelo (Sphyrnalewini) e do cacéo-de-espinho (Squalusacanthias)®™°.

Uma das principais drogas que se apresentaram com o potencial de ser
usada no tratamento do cancer foi o Neovastat® (AE-941). Ele € proveniente
do extrato de cartilagem de tubar&o soltvel em agua, formado pelas moléculas
com propriedades antiangiogénicas da cartilagem de tubardo. Dessa forma, o
Neovastat® foi capaz de interferir em varios passos do processo de
angiogénese tumoral. Administrado pela via oral, apresentava poucos efeitos
colaterais (0 mais importante eram efeitos no sistema gastrointestinal), o que
tornava valioso o0 seu uso por periodos prolongados, seja em monoterapia ou
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em combinacdo com outras drogas‘'?. Além de inibir a angiogénese, o
Neovastat® também apresentou atividades imunoestimulatoria, anti-inflamatoria
e cicatrizante, e também inibicdo de metaloproteinases de matriz, o que
prejudica a migracao celular e metastase®.

Dessa forma, este estudo tem por objetivo realizar uma revisdo para
discutir o uso de extratos derivados da cartilagem de tubardo no tratamento do
cancer, principalmente enfocando a droga conhecida como Neovastat®, além
de indicar outras substancias que podem ter acdo em possiveis terapias contra
0 cancer.

Materiais e método

Foi realizada, no periodo entre agosto de 2014 e janeiro de 2015, uma
revisdo bibliografica baseada na literatura especializada através de consulta a
artigos cientificos selecionados na basede dados Medline, Scopus e DOAJ.A
busca nesses bancos de dados foi realizada utilizando-se as terminologias
cadastradas no "Medical SubjectHeadings” — MeSH e nos Descritores em
Ciéncias da Saude - DeCS.

A revisdo envolveu artigos selecionados apdés o0 uso de descritores
“Cancer” e “Shark cartilage extract”, sendo encontrados inicialmente cento e
vinte e sete (127) resultados. Os artigos selecionados foram apreciados entre
0S autores e destes sessenta e trés (63) artigos foram reprovados por
apresentarem titulos incompativeis com o tema proposto. Dessa forma, nessa
primeira selecéo restaram sessenta e quatro (64) artigos.

Esses artigos foram lidos e a eles foram submetidos critérios de inclusédo
e nao inclusdo. Os critérios de inclusdo acordados foram a utilizacdo de algum
extrato da cartilagem de tubardo no estudo (1) e a aplicabilidade ou ndo como
possivel substancia anticancerigena (2). Os critérios de néo inclusdo foram néo
ser um artigo cientifico (1) e artigos escritos em outra lingua que nao o inglés
ou o portugués (2). Apés aplicacdo dos critérios acima, vinte e sete (27) artigos
foram mantidos para a realizacao dessa reviséao.

Resultados
Cancer

O cancer € uma doenga que tem inicio quando uma célula se torna
anormal devido a uma transformacdo por mutagdo genética espontanea ou
induzidado DNA celular. Essas células cujo DNA foi alterado passam a receber
instrucdes erradas e comecam a se multiplicar de forma descontrolada e mais
rapida do que as células normais do tecido que fazem partel. As funcdes
celulares tornam-se desordenadas, resultando na expressao exagerada de
proteinas responsaveis pela proliferacdo celular, como a p53, cuja funcdo €&
controlar o ciclo celular, a transcricdo do gene e o reparo do DNA. O gene p53,
supressor de tumor, pode apresentar-se inativado ou mutado®. A taxa de
mortalidade por cancer nos ultimos anos vem crescendo em funcdo do
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crescimento populacional, processo de industrializacdo e mudancas nos
hébitos de vida. O cancer é a terceira causa de morte (11,84% do total de
Obitos) e a segunda causa de morte por doenca (27,63%) no Brasil, e a cada
ano atinge pelo menos 9 milhdes de pessoas, de acordo com dados da
Organizacdo Mundial de Saude. Sendo assim, o cancer € considerado um
problema de saulde publica e, esforcos devem ser mobilizados para sua
prevencado e cura**.O foco principal no estudo da carcinogénese envolve trés
processos fundamentais: angiogénese (formagéo de novos vasos sanguineos),
apoptose (morte celular programada) e metastase (infiltracdo e propagacéo das
células cancerigenas). A compreensdo desses processos é fundamental para a
pesquisa de substancias que ajam combatendo tumores?.

A angiogenése é o processo fisioldgico responséavel pela formagédo de
novos vasos sanguineos®. As células endoteliais, responsaveis pela
angiogénese, raramente se dividem na vida adulta, exceto quando estimuladas
por processos patolégicos, como na malignidade. A angiogénese €
fundamental na expansao fisica do tumor, pois é responsavel pela nutricdo das
células tumorais a medida que o tumor cresce®.O equilibrio hemostatico desse
processo depende do equilibrio local entre substancias pré-angiogénicas e
antiangiogénicas. O principal agente modulador da pr6-angiogénese é o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento
fibroblastico béasico (bFGF). Eles aumentam a permeabilidade vascular,
permitindo a chegada de células endoteliais, iniciando a proliferagdo de novos
vasos e sua maturacdo. As células tumorais possuem uma superexpressao
para fatores pré-angiogéncios, estimulando seu crescimento através da
migracdo e proliferacdo de células endoteliais’. Assim, uma mudanca
fenotipica resultaria num desequilibrio, favorecendo a sobrerregulacdo dos
fatores pré-angiogénicos como o fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) e o fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF), ajudando no
processo patoldgico®.

Quando o processo de angiogénese € bloqueado, os tumores nao
conseguem progredir e realizar metastases devido a inibicdo da proliferacéo
celular, migracao celular, apoptose das células tumorais e necrose por reducao
do suprimento sanguineo®.Tumores avasculares ou com pouca vascularizagdo
conseguem se manter apenas por difusdo passiva, ndo sendo capazes de
proliferar para além de 2 mm ou 3 mm?.

Um segundo processo fundamental no estudo da carcinogénese é a
apoptose celular. A apoptose, ou morte celular programada, € um processo
complexo, que envolve mudangas estruturais drasticas na morfologia celular,
incluindo condensacédo da cromatina, desorganizacado do nucleo e citoplasma,
degeneracdo da membrana celular e fragmentacdo do DNA. Ela é relacionada
com a homeostase dos tecidos para manter o tamanho adequado dos mesmos.
O resultado é a desagregacdo e morte celular, formando corpos apoptéticos
gue sao rapidamente fagocitados pelas células ao redor. Esta bem aceito que o
processo de apoptose tem como mediador central uma Unica familia de
proteases de cisteina chamadas caspases, que estdo envolvidas na
sinalizacdo e execucdo das fases da apoptose. As caspases existem nas
células como zimogénios inativos que sdo ativados por clivagem proteolitica
quando um sinal indutor da apoptose esta presente, levando a interrupcéo de
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importantes processos celulares e promovendo a morte celular'®. No cancer, as
células tumorais ndo respondem aos sinais indutores da apoptose, o que leva a
uma proliferacdo desordenada dessas células provocando crescimento
tumoral®>®,

Uma das caracteristicas das moléculas antiangiogénicas € a sua
capacidade de induzir a apoptose de células endoteliais, mas ndo a de outros
tipos celulares, para ndo causar uma morte celular generalizada. Essa inducéo
da apoptose de células endoteliais parece representar um componente
essencial na atividade antiangiogénica, levando a subsequente morte de
células tumorais™?,

O terceiro processo fundamental no estudo da carcinogénese sédo as
metastases. Metastases sdo definidas como a habilidade das células
cancerigenas se infiltrarem no sistema linfatico e vasos sanguineos, e se
disseminarem para outras partes do corpo®. A capacidade dos tumores de
invadir tecidos e gerar metastases esta relacionada com a habilidade de
degradar a matriz extracelular, processo que envolve a ativacdo de proteases
extracelulares da familia das metaloproteinases (MMPs)2. As MMPs s&o
proteinases célcio dependentes que compdem uma familia de pelo menos 28
enzimas proteoliticas'’. Estudos tem mostrado que, coletivamente, as MMPs
sdo capazes de degradar todas os componentes moleculares da matriz
extracelular. No meio extracelular, a atividade das MMPs é controlada pelos
inibidores teciduais de metaloproteinases, uma familia de proteinas composta
de quatro membros. A relacdo entre MMPs e os inibidores teciduais de
metaloproteinases determina se a célula invadira ou ndo a matriz
extracelular'®*8,

Proposta de uso do Neovastat®

O tecido cartilaginoso é um dos poucos tecidos avasculares encontrados
nos seres vivos, onde existem substancias que promovem naturalmente uma
inibicdo da angiogénese no seu interior. Isso tem atraido pesquisadores que
tém procurado compreender a base bioquimica para a sua natureza avascular
e elaborar hip6teses que poderiam ser usadas na concepcao de terapias para
o tratamento do céncer em seres humanos através de substancias
antiangiogénicas'®.Essas informacdes contribuiram para o desenvolvimento do
Neovastat®, agente natural composto por varias moléculas com propriedades
antiangiogénicas extraidas da cartilagem de tubar&o™?.

O Neovastat®, em estudos in vitro e in vivo, foi um extrato que inibia a
proliferacdo de células endoteliais nos tumores, ndo tendo um efeito
significante na proliferacdo de células musculares, fibroblastos ou mesmo
diretamente nas células tumorais. Investigacdes posteriores demonstraram que
o Neovastat® apresentava pelo menos quatro mecanismos de acao: inibicao
de metaloproteinases de matriz (MMPs), sub-regulacédo de VEGF, inducdo de
apoptose e estimulacdo das atividades enzimaticas do ativador de
plasminogénio tecidual (tPA). Algumas fracbes da cartilagem de tubardo
mostraram também acao no sistema imune'*%.

O principal mecanismo antitumoral do Neovastat® se deu pela inibicdo
das MMPs?!. O Neovastat® inibiu primariamente a metaloproteinase-2 (MMP-
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2), mas também as MMP-1, MMP-7, MMP-9, MMP-12 e MMP-13 foram
inibidas, o que limita muito o potencial invasivo e metastatico das células
tumorais’®.A atividade antiangiogénica do Neovastat® foi correlacionada
também com a inibicdo de varios membros das MMPs*!.Em nivel molecular, a
atividade antiangiogénica tem sido correlacionada com a inibicdo de MMP-2,
MMP-9 e MMP-12 e inibicdo da atividade de serina elastase, que estao
envolvidos na remodelacdo da matriz extracelular durante a angiogénese e
progressao tumoral*#2,

A formacao de novos vasos sanguineos durante a angiogénese depende
da proliferacdo de células endoteliais e da sua migracdo por estimuladores
angiogénicos como o VEGF e o bFGF™.0 Neovastat® mostrou inibir a
proliferagao e migragao celular induzida pelo VEGF. A migragao dependente de
VEGF das células endoteliais € um importante componente de diversos
processos biolégicos, incluindo a cicatrizagdo de feridas, inflamagédo e
angiogénese™?.

O ativador de plasminogénio tecidual (tPA) converte o plasminogénio da
circulacao ligado a fibrina para plasmina ativa, levando a degradacao da fibrina.
A plasmina é uma protease do tipo tripsina com uma ampla especificidade que
€ capaz de degradar a maioria dos componentes da matriz extracelular,
diretamente ou através da ativacdo de metaloproteinases ou elastases. Altos
niveis de tPA sado correlacionados com bom progndstico em varios tumores,
enquanto que baixos niveis estdo normalmente associados com tumores
malignos. O mecanismo antiangiogénico do tPA ndo estd bem claro, mas foi
proposto que o tPA pode induzir a degradacéo da fibrina pré-angiogénica na
matriz, resultando em inibicdo da angiogénese®.ONeovastat® promoveu um
aumento acentuado na producédo de plasmina dependente de tPA em animais
portadores de glioblastoma®?.

Com relacdo a apoptose, o0 Neovastat® induziu a apoptose
especificamente nas células endoteliais, processo que envolve a ativacao da
caspase-3, caspase-8 e caspase-9, resultando em fragmentacdo do nucleo
celular e liberacdo do citocromo C da mitocondria para o citoplasma. Em
laboratorio, a apoptose foi induzida em células endoteliais de bovinos e
humanos expostas ao Neovastat'®.

A descoberta do cancer em tubardes e a falta de resultados promissores
dos ensaios clinicos mais recentes com o Neovastat® foram graves
retrocessos ao seu uso no tratamento do cancer. Ensaios clinicos em pacientes
com carcinoma de células renais e cancer de pulméo de néo pequenas células
foram conduzidos. Em ambos, o Neovastat® foi bem tolerado em
administracbes orais, entretanto nenhum dos estudos reportou qualquer
resposta dentro do tumor (em contraste com a necrose tumoral observada em
ratos). No ensaio clinico envolvendo o cancer de pulméao, foram associados em
um grupo a quimioterapia com o Neovastate® no outro quimioterapia com
placebo, e ndo houve diferenca estatistica na sobrevida entre os pacientes em
uso do Neovastat® e os que receberam placebo'®?*?*. Devido a esses
resultados, o Neovastat® deixou de ser desenvolvido em 2007.

Para racionalizar a falha do Neovastat®, os autores justificaram que o
Neovastat® é um complexo derivado de um produto natural, em oposi¢cado a
uma molécula quimica bem definida, e entdo carece da farmacocinética e
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farmacodinamica esperadas de um farmaco, o que torna dificil o controle de
qualidade do produto™®.

Perspectivas para o tratamento

Existem evidéncias de que a cartilagem de tubardo estimula a resposta
imune celular e humoral contra tumores®. Uma potente fracdo
imunoestimulatoria composta por duas proteinas extraidas da cartilagem de
tubardo, com pesos moleculares entre 14 e 15 quilodaltons (kDa), testada em
ratos, mostrou ser capaz de aumentar os titulos de anticorpos e de intensificar
a resposta de hipersensibilidade tardia contra as células tumorais. O efeito foi
proporcional & dose utilizada®.

Em laboratdrio, doses de cartilagem bruta e purificada incubadas com
linfécitos normais saudaveis demonstraram grande efeito na proliferacdo
linfocitaria. Em células Natural Killers (NK), os resultados indicaram que a
fracdo purificada, de baixo peso molecular, inibe a atividade das células NK,
enquanto que proteinas de 14 kDa podem aumentar a atividade das células
NK“%?® A cartilagem purificada, em inoculagdo intraperitoneal, aumentou o
namero de linfécitos dentro do tumor do tipo CD4+ e CD8+ e também a razao
CD4+/CD8+, indicando maior infiltragdo linfocitaria tumoral. Essas alteracdes
n&o foram encontradas em linfocitos do sangue periférico?®.

Os componentes de baixo peso molecular (14kDa) da cartilagem de
tubardo, em outro estudo, mostraram ter efeito imunoestimulante em células
dendriticas®’. As células dendriticas sdo potentes células apresentadoras de
antigenos que tém um papel fundamental na resposta imune contra o cancer.
Células dendriticas imaturas expostas ao extrato de baixo peso molecular da
cartilagem de tubardo revelaram altos niveis de expressdo de marcadores de
maturacado celular apds a exposicédo. O estudo concluiu que essa fracdo de 14
kDa pode ser potencialmente usada para a estimulag¢do e inducédo de células
dendriticas mediadas por células T para o combate as células tumorais. No
entanto, mais estudos sdo necessarios para examinar essa proposta®’.

Foi demonstrado por Kitahashi'’que a ingestdo de proteinas de baixo
peso molecular (proteoglicanos) da cartilagem de tubardo séo capazes de inibir
a atividade da metaloproteinase-9 (MMP-9). A MMP-9 estd induzida em
condicdes patolégicas e pode quebrar o colageno encontrado na membrana
basal e tecido conjuntivo pericelular. Sugere-se que a MMP-9 desempenha um
papel importante na invasao e metastase de varios tipos de canceres, como o
de pancreas, pulmao, esttmago, mama e também na angiogénese induzida
por tumores. O uso de proteoglicanos extraido da cartilagem de tubarao inibiu a
MMP-9 em roedores'’. Entretanto, em outro estudo, Kitahashi observou que
proteoglicanos extraidos da cartilagem de tubardo inibiram da carcinogénese
pancreatica em hamsters através de mecanismos diferentes dos observados
em outros inibidores sintéticos de MPPs™®,

Varios outros componentes derivados do tecido cartilaginoso ainda estéo
em estudo. Destes, alguns tais como a trombospondina-1, condromodulina-1, o
derivado de endostatina tipo XVIII, SPARC (proteina acida secretada e rica em
cisteina) e o colageno do tipo Il derivado do pré-peptideo N-terminal (PIIBNP)
demonstraram propriedades antiangiogénicas ou antitumorais in vitro e em
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ensaios pré-clinicos in vivo. Esses componentes ainda ndo possuem um
mecanismo de agdo claro. Embora eles demonstraram eficiéncia nesses
estudos, ainda estdo para mostrar 0 sucesso como agentes anticancerigenos
em seres humanos™.

Conclusdes

Desde a descoberta da atividade antiangiogénica de fracdes
determinadas de extratos de cartilagem de tubardo, especulou-se que tais
substancias poderiam ter utilidade como terapia alternativa ou associada as
convencionais no tratamento de neoplasias, visto que a angiogénese € um
processo fundamental e necessario para a progressdo da imensa maioria dos
tumores. Contudo, esta propriedade antiangiogénica ainda néo se reverteu em
resultados favoraveis em seres humanos quanto a inibicdo do crescimento e
disseminagcdo metastéatica de neoplasias.

E importante notar que trabalhos recentes e bem desenhados
abordando a utilizagédo de extratos de cartilagem de tubardo como terapia para
neoplasias sao escassos, havendo a necessidade de pesquisas futuras e mais
conclusivas no que se refere as propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas dos compostos, e dos efeitos sistémicos da propriedade
antiangiogénica. Esses estudos serdo definitivos para confirmar ou ndo a
viabilidade e aplicabilidade da utilizacdo desses extratos no tratamento do
cancer.
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