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RESUMO

O cancer é a segunda principal causa de morte em humanos em todo o mundo. No
Brasil, o cancer de pele do tipo melanoma corresponde a cerca de 3% das neoplasias
malignas registradas, sendo este considerado o tipo mais grave de céncer de pele. O
Brasil possui alta biodiversidade de compostos naturais de grande potencial
biotecnolégico que podem desempenhar importante papel na prevencgao e tratamento
de doencgas, como o cancer. Com base nisso, esta pesquisa avaliou in vitro a atividade
antitumoral de fragcdes de polissacarideos obtidos da casca e polpa de Euterpe
oleracea Mart. (Acai) — FA - e da casca de Passiflora edulis f. flavicarpa (Maracuja) —
FM -, sobre a linhagem de melanoma murino B16F10. A avaliagdo de citotoxicidade
dos polissacarideos foi realizada em modelo de células normais de fibroblasto murino
BALB/c 3T3. O tratamento com a FA nas concentracdes 5 e 10 ug/ml exerceu efeitos
citotoxicos na linhagem tumoral sem exercer atividade citotdxica e reducédo da
viabilidade de células normais. Além disto, o tratamento com esta fracdo resultou em
diminuicdo da proliferagdo das células de melanoma nas duas concentragdes
estudadas (5 e 10 ug/ml) em todos os tempos de exposicao avaliados (24, 48, 72h).
Resultados significativos também foram observados ao avaliarmos os impactos de FA
sobre a capacidade clonogénica da linhagem tumoral, onde o tratamento com a
dosagem mais alta (10 pg/ml) diminuiu o numero médio de colbénias. FM n&o
apresentou efeitos sobre a viabilidade das células tumorais, e aumentou a viabilidade
das células normais. Apenas a concentragdo de 100 ug/ml foi eficiente em reduzir a
proliferagdo da linhagem tumoral, sendo este efeito observado apenas em 48h de
tratamento. A analise clonogénica demonstrou um resultado semelhante ao obtido nos
grupos tratados com a fragao obtida de Acai, em que o grupo tratado com a maior
concentragdo em estudo (100 ug/ml) apresentou reducado significativa do numero
médio de coldnias. Nenhuma das fracdes estudadas (FA e FM) exerceu influéncia
sobre a capacidade de migragao da linhagem tumoral. A analise da expressao de
MAPK1 demonstrou que o tratamento com a menor concentragdo de FA (5 ug/ml) e
com a menor concentragdo de FM (100 pug/ml) resultou na diminuicdo da expressao
do gene, enquanto somente o tratamento com FA na concentracdo (5 pg/ml)
apresentou impacto sobre a expressdao de PARP1, tendo sido observada redugao
significativa da expressao. Estes resultados demonstram os efeitos promissores

destas fragcdes polissacaridicas sobre células tumorais, contudo mais estudos in vitro



e In vivo sdo necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos na interacéo

biolégica entre células tumorais e estas moléculas.

Palavras-chave: Melanoma. Polissacarideos. Acai. Maracuja. B16F10.



ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of death in humans worldwide. In Brazil,
melanoma corresponds about 3% of registered malignant neoplasms, which is
considered the most serious type of skin cancer. Brazil has a high biodiversity of
natural compounds with high biotechnological potential that can play an important role
in prevention and treatment of diseases such as cancer. Based on this, this research
evaluated in vitro the antitumor activity of fractions of polysaccharides obtained from
the bark and pulp of Euterpe oleracea Mart. (Acai) and the bark of Passiflora edulis f.
flavicarpa (Passion fruit), on the murine melanoma lineage B16F10. The evaluation of
the cytotoxicity of the polysaccharides was performed in a normal murine fibroblast cell
line model BALB/c 3T3. Treatment with Acai polysaccharide fraction at concentrations
of 5 and 10 ug/ml was able to exert cytotoxic effects on the tumor lineage without
exerting cytotoxic activity and reducing the viability of normal cells. Furthermore,
treatment with this fraction resulted in decreased proliferation of melanoma cells at the
two concentrations studied (5 and 10 pg/ml) at all exposure times evaluated (24, 48,
72h). Positive results were also observed when evaluating the impacts of the Acgai
polysaccharide fraction on the clonogenic capacity of the tumoral cells line, where the
treatment with the highest dose (10 ug/ml) decreased the mean number of colonies.
The polysaccharide fraction obtained from Passion Fruit showed no effects on the
viability of tumor cells, and increased the viability of normal cells. Only the
concentration of 100 ug/ml was efficient in reducing the proliferation of the tumoral cell
line, and this effect was observed only after 48h of treatment. The clonogenic analysis
showed a similar result to that obtained in the groups treated with the fraction obtained
from Acai, in which the group treated with the highest concentration under study (100
Mg/ml) showed a significant reduction in the average number of colonies. None of the
fractions studied (Acgai and Passion Fruit) exerted an influence on the migration
capacity of the tumoral cell line. The analysis of MAPK1 expression showed that the
treatment with the lowest concentration of the Agai polysaccharide fraction (5 pg/ml)
and with the lowest concentration of the fraction obtained from Passion Fruit (100
Mg/ml) resulted in a decrease in gene expression, while only the treatment with the
fraction obtained from Acai at the concentration (5 pg/ml) had an impact on PARP1
expression, with a significant reduction in expression. These results demonstrate the
promising effects of these polysaccharide fractions on tumor cells, however more in
vitro and in vivo studies are needed to elucidate the mechanisms involved in the
biological interaction between tumor cells and these molecules.

Keywords: Melanoma. Polysaccharides. Agai. Passion Fruit. B16F10.
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1 INTRODUGAO

O cancer constitui um importante problema de saude publica, uma vez que
corresponde a segunda principal causa de morte em humanos no mundo,
ocasionando cerca de 9,6 milhdes de dbitos em 2018 (OPAS, 2018).

Melanoma € o nome dado ao cancer de pele originado em decorréncia de
mutagbes genéticas em melandcitos, células responsaveis pela producado de
melanina, pigmento que proporciona a coloragao da pele (HARTMAN & LIN, 2019). O
cancer de pele € o tipo de cancer mais frequente no Brasil correspondendo a cerca
de 30% de todos os tumores malignos, contudo, 0 melanoma representa apenas 3%
das neoplasias malignas registradas (INCA, 2021). De acordo com o Atlas de
Mortalidade do Céancer — SIM, no ano de 2019 foram registradas 1.978 mortes pela
doenca no pais, sendo 1.159 em homens e 819 em mulheres. Devido a sua grande
agressividade decorrente de sua alta capacidade metastatica, o melanoma é
considerado o tipo mais grave dentre os tumores de pele, podendo apresentar uma
taxa de mortalidade em torno de 70% (PRADO et al, 2019). Apesar da alta
mortalidade, quando detectado nas fases iniciais, o progndstico da doenga seja
considerado bom (INCA, 2021).

A escolha do tipo de abordagem a ser utilizada no tratamento do céncer
depende principalmente da natureza e da extensao do tumor (ALMEIDA, 2012), sendo
a ressecgao (cirurgia), a radioterapia e a quimioterapia as opgdes mais frequentes
(LEAL et al., 2012; THANVI, 2014). Uma vez que apenas um terco dos pacientes
alcancga a cura por meio de medidas ditas locais como a radioterapia e a cirurgia, cerca
de 60-70% dos pacientes acometidos por neoplasias necessitam de uma abordagem
de tratamento sistémica, como a quimioterapia. Entretanto, sabe-se que mesmo
possuindo o objetivo primario de destruir somente as células tumorais, sabe-se que o
tratamento quimioterapico, por possuir atuagdo nao especifica, causa danos nao
somente as células malignas, mas também as células normais, em especial as células
de crescimento rapido, como as gastrointestinais, capilares e imunologicas (KWON,
2007).

O impacto econdmico relacionado ao crescimento da doenga tem se tornado
cada vez mais expressivo. Os gastos relacionados ao tratamento do cancer

aumentaram de 470 milhdes para 3,3 bilhdes de reais entre os anos de 1999 e 2015,
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sendo que cerca de dois tercos destes gastos estdo relacionados somente a
quimioterapia (BOUZAS,2016). Levando em conta ndo somente o impacto econémico,
como também a ineficiéncia dos tratamentos disponiveis em muitos casos de cancer,
a pesquisa por novas moléculas ou conjunto de compostos obtidos de fontes naturais
tem crescido consideravelmente (ZHANG et al., 2011; VIEIRA et al., 2017).

O Brasil possui alta biodiversidade de plantas com compostos bioativos
naturais de alto potencial biotecnolégico para a industria farmacéutica
(ALESSANDRA-PERINI, 2018). Dentre estes compostos, uma grande variedade de
polissacarideos e complexos polissacarideos-proteinas extraidos de variadas fontes
naturais, tém atraido especial atencdo de pesquisadores em virtude de seus efeitos
imunomoduladores e anti tumorais (OOI, 2000). Além destes fatores, segundo Wang
(2018), os polissacarideos naturais apresentam baixa toxicidade e efeitos colaterais
em células normais.

Levando em consideracdo o conhecimento de que frutas sao ricas fontes de
uma variada gama de polissacarideos, e sabendo-se que tais polimeros apresentam
diversas atividades biologicas, o presente estudo tem objetivo de avaliar in vitro a
atividade de polissacarideos provenientes da casca e polpa de Agai (Euterpe oleracea
Mart.) e da casca de Maracuja (Passiflora edulis f. flavicarpa), na linhagem de

melanoma murino B16F10.



18

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER

Cancer é o termo genérico utilizado para descrever um conjunto de diversas
doencas causadas pelo crescimento celular acelerado e desordenado (INCA, 2019).
Estas células podem ainda possuir a capacidade de migrar para tecidos e 6rgaos
adjacentes, processo conhecido como metastase, a principal causa de morte por
cancer (FERLAY et al., 2014). Podendo ter origem em diversos tipos celulares, os
tumores podem ser classificados como carcinomas, originados a partir de tecidos
epiteliais; sarcomas, originados a partir de tecidos conjuntivos; e leucemias,
originadas a partir de células sanguineas (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Estes
tumores podem ser considerados benignos, quando revestidos por tecido fibroso,
possibilitando sua remog¢do sem maiores danos ao organismo; ou malignos, por
poderem expressar formas secundarias de tumor e metastase decorrentes de sua
capacidade de invadir a corrente sanguinea e vasos linfaticos (INCA, 2018).

Fatores externos e internos estdo relacionados ao desenvolvimento de
canceres, podendo estes fatores agirem de forma isolada ou em sequéncia,
promovendo a carcinogénese (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015). Os fatores
externos mais comumente associados ao desenvolvimento de cancer sdo aqueles
relacionados aos habitos e costumes, bem como ao ambiente no qual o individuo esta
inserido. Dentre os fatores predisponentes para o desenvolvimento do cancer, pode-
se citar o consumo de tabaco e alcool, exposi¢des a produtos quimicos, radiacéo e
infeccbes. Em contrapartida, os fatores internos referem-se a fatores genéticos,
hormonais, imunitarios e alteragdes metabdlicas.

O cancer constitui um importante problema de saude publica, uma vez que
corresponde a segunda principal causa de morte em humanos no mundo,
ocasionando cerca de 9,6 milhdes dos 6bitos em 2018 (OPAS, 2018). Os tipos de
cancer de maior incidéncia no mundo (Figura 1) sdo o de mama (11,7%), o de pulméo
(11,4%), colorretal (10%) e prostata (7,3%) (SUNG et al., 2021).
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FIGURA 1: Tipos de cancer de maior incidéncia no mundo no ano de 2020. (FONTE: Adaptado
de Sung, H. et al. 2021)

De acordo com dados do INCA (2020), o cancer é a segunda maior causa de
mortes no Brasil, estimando-se para cada ano do triénio 2020-2022 o surgimento de
aproximadamente 625 mil casos da doenga. Destes novos casos previstos, estima-se
que 177 mil estardo relacionados ao cancer de pele ndo melanoma, seguido pelos
canceres de préstata e mama com 66 mil casos cada, colorretal com 41 mil casos,
pulm&o com 30 mil casos e canceres de estbmago com 21 mil casos (BRAY et al.,
2018). Ja em relagédo ao cancer de pele melanoma, tipo de tumor cutadneo de maior
gravidade e mortalidade devido a sua grande capacidade de formacao de metastases,
estima-se que no Brasil ocorrerdo 4.200 novos casos entre os homens e 4.250 em
mulheres. Estes valores sdo correspondentes a uma estimativa de risco de 4,03% a
cada 100 mil homens e 3,94% a cada 100 mil mulheres (BRAY et al., 2018).

O impacto econdémico relacionado ao crescimento da doenca tem se tornado
cada vez mais expressivo. Segundo Bouzas (2016), no Brasil os gastos relacionados
ao tratamento do cancer aumentaram de 470 milhdes para 3,3 bilhdes de reais entre
os anos de 1999 e 2015, sendo que cerca de dois tergos destes gastos estdo
relacionados somente a quimioterapia. Ja para o cenario mundial, as estimativas da

American Cancer Society sao de que estes valores aumentem de 290 para 458 bilhdes
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de dolares entre os anos de 2010 e 2030. Por conta disto, a busca por tratamentos

eficientes e de menor custo tém apresentado um apelo cada vez mais significativo.

2.2 MELANOMA

Melanoma € o nome dado ao cancer de pele originado em decorréncia de
mutag¢des génicas em melandcitos, células responsaveis pela producédo de melanina,
pigmento que proporciona a coloragéo da pele (HARTMAN & LIN, 2019). Este tipo de
cancer pode se manifestar em qualquer parte do corpo, como pele e mucosas,
revelando-se em forma de manchas, pintas ou sinais. Embora mais frequente em
adultos brancos, o melanoma também afeta individuos de pele negra, atingindo
comumente as areas mais claras do corpo, como as palmas das maos e as solas dos
pés (INCA, 2021).

O principal fator associado ao desenvolvimento de melanoma é a exposicao
a radiagao ultravioleta (UV), uma vez que esta exposi¢céo pode resultar em processos
relacionados a progressao tumoral como danos ao DNA, mutag¢des génicas, aumento
do estresse oxidativo e indugéo da resposta inflamatéria, além de imunossupressao
(PETTERS et al., 2019; GORDON, 2013).

A exposicao aos raios UV se da durante os periodos de exposi¢céo solar, ou
ainda durante a exposi¢ao a soldagens e ao bronzeamento artificial (CARR; SMITH;
WERNBERG, 2019). Estudos demonstram que o aumento da exposigao ocupacional
ao sol e, portanto, a exposi¢cao UV, estdo relacionados a um aumento do risco de
desenvolvimento de melanoma (PEREIRA, 2017; PETTERS et al., 2019).

No Brasil, o cancer de pele é o tipo mais frequente de cancer correspondendo
a cerca de 30% de todos os tumores malignos, contudo, o melanoma representa
apenas 3% das neoplasias malignas registradas (INCA, 2021). De acordo com o Atlas
de Mortalidade do Céancer — SIM, no ano de 2019 foram registradas 1.978 mortes pela
doenca no pais, sendo 1.159 entre homens e 819 entre mulheres.

Existem quatro principais subtipos de melanoma (RASTRELLI et al., 2014):

1. Melanoma extensivo superficial: Tipo mais comum de melanoma,

correspondendo a 70% dos casos da doenca. Neste subtipo, ocorre
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inicialmente um crescimento radial e depois o crescimento vertical
(invasivo);

2. Melanoma nodular: Apresenta lesées de crescimento rapido, podendo ser
elevadas ou polipoides, de coloragdo azul ou preta, que apresentam fase
inicial de crescimento vertical. Este subtipo possui incidéncia de 15-30%;

3. Melanoma lentigo maligno: Acomete mais comumente idosos que
passaram por exposicdo cronica ao sol. Inicialmente se manifesta
semelhante a uma sarda, e evolui crescendo e tornando-se mais escura,
com formato assimétrico, exibindo fase de crescimento vertical. O
melanoma lentiginoso maligno corresponde a 4-10% dos casos de
melanoma;

4. Melanoma acral lentiginoso: Corresponde a <5% dos casos da doenga, e

suas lesdes se manifestam de forma mais comum nas solas dos pés e
palma das méos, além das superficies subungueais e, em alguns casos,
as lesdes podem se manifestar nas regiées mucosas.

Devido a sua grande capacidade de formacdo de metastases, sendo os
principais locais de recorréncia cérebro, pulmdes e figado (DUNKI-JCOBS et al.,
2013), o melanoma é considerado o tipo mais grave dentre os tumores de pele,
podendo apresentar uma taxa de mortalidade em torno de 70% (PRADO et al, 2019).
Isto faz com que, quando detectado nas fases iniciais, 0 progndstico da doenga seja
considerado bom (INCA, 2021), sendo possivel, em muitos casos, a remog¢ao do
tumor. Ao alcancgar o estagio metastatico, a taxa de sobrevida dos pacientes é
bastante baixa, sendo o tempo de vida estimado entre seis e nove meses
(MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

2.3 TRATAMENTO

A escolha do tipo de abordagem a ser utilizada no tratamento do cancer depende
principalmente da natureza e da extensdo do tumor (ALMEIDA, 2012), sendo a
ressecgao (cirurgia), a radioterapia e a quimioterapia as opgdes mais frequentes
(LEAL et al., 2012; THANVI, 2014). Uma vez que apenas um ter¢co dos pacientes

alcanga a cura por meio de medidas ditas locais como a radioterapia e a cirurgia, cerca
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de 60-70% dos pacientes acometidos por neoplasias necessitam de uma abordagem
de tratamento sistémica, como a quimioterapia, em virtude do desenvolvimento
precoce de micro metastases, sendo esta, portanto, considerada a principal forma de
tratamento (LEMKE, 2012).

A quimioterapia consiste na administragdo de agentes quimicos denominados
quimioterapicos, para destruicdo de células tumorais. Estes agentes podem ser
adminstrados via oral, intravenosa, intramuscular, subcuténea, intratecal e de forma
topica (INCA, 2018).

Mesmo possuindo o objetivo primario de destruir somente as células tumorais,
sabe-se que o tratamento quimioterapico, por possuir atuagao nao especifica, causa
danos ndo somente as celulas malignas, mas também as células normais, em especial
as células de crescimento rapido, como as gastrointestinais, capilares e imunolégicas
(KWON, 2007). De acordo com Schein (2006), os efeitos toxicos da quimioterapia sao
dependentes da dose, do modo de agéo e interagéo entre os agentes quimioterapicos
utilizados, sendo, portanto, os efeitos colaterais mais observados em pacientes
submetidos a este tipo de tratamento: nauseas, vémitos, alopecia, diarreia ou
constipacao, perda de cabelo e maior susceptibilidade a infecgdes (OLIVEIRA, 2002;
BUSHATSKY et al., 2017). Além disto, o tratamento quimioterapico traz importante
impacto social sobre os pacientes, estando associado frequentemente a dor,
sofrimento, medo e ameaca, repercutindo de forma substancial em seu cotidiano
(CUNHA et al., 2017).

Apesar de amplamente utilizada, a quimioterapia apresenta diversos obstaculos,
entre eles o desenvolvimento de resisténcia as substancias utilizadas no tratamento.
A resisténcia a estes medicamentos varia de paciente para paciente, podendo se
manifestar nos estagios iniciais do tratamento, dando origem ao fenémeno de
resisténcia “de novo”, ou ser desenvolvida ao decorrer do processo de tratamento pela
eliminacao de células mais sensiveis ao tratamento (NASCIMENTO, 2016). De acordo
com Kappelmayer et al. (2004) e Szakacs et al. (2006), € possivel entdo, observar-se
resisténcia genética induzida pelo proprio tratamento ou ainda a resisténcia como
evento espontaneo.

O fendtipo MDR (Multiple Drug Resistance) tem sido frequentemente associado
a alteragbes no metabolismos de drogas, bem como a redugao de apoptose, aumento

na eficiéncia de reparo de DNA, dentre outras alteragdes no ciclo celular (SZAKACS
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et al., 2006). Segundo Kuete et al. (2016), este fendtipo esta associada a
superexpressao de gpP (glicoproteinas transmembrana-P), que atua reduzindo os
niveis celulares de drogas citotoxicas, por meio de um aumento do efluxo de drogas
citotdxicas hidrofobicas. Este efluxo ocorre por meio de um sistema dependente de
energia, mediado por transportadores da superfamilia ATP-binding cassete
transporters (ABC). Dentre os 48 membros desta superfamilia, 16 transportadores séo
associados a doengas humanas, sendo os transportadores ABCB1 (glicoproteina-
P/MDR1), ABCC1 (MRP1) e ABCG2 (BCRP1) os mais amplamente associados a
resisténcia a drogas em pacientes com cancer (LI et al., 2015).

Considerando a ineficiéncia dos tratamentos disponiveis em muitos casos de
cancer, a pesquisa por novas moléculas ou conjunto de compostos obtidos de fontes
naturais tem crescido consideravelmente (ZHANG et al., 2011; VIEIRA et al., 2017).

2.4 POLISSACARIDEOS VEGETAIS E SUA ATIVIDADE ANTITUMORAL

O Brasil possui alta biodiversidade de plantas com compostos bioativos naturais
de alto potencial biotecnolégico para a industria farmacéutica (ALESSANDRA-
PERINI, 2018). Dentre estes compostos, uma grande variedade de polissacarideos e
complexos polissacarideos-proteinas extraidos de variadas fontes naturais, tem
atraido especial atencdo de pesquisadores em virtude de seus efeitos
imunomoduladores e antitumorais (OOI, 2000), e por sua baixa toxicidade e efeitos
colaterais em células normais (WANG et al., 2018).

Os polissacarideos sdo moléculas formadas por carboidratos poliméricos, sendo
estes compostos longas cadeias de unidades monossacaridicas que permanecem
unidas por intermédio de ligagdes glicosidicas (GUO et al., 2017). Estes
polissacarideos diferem entre si no tipo de unidade, em seu grau de ramificagao, no
tipo de ligacdo presente, bem como no comprimento de suas cadeias, podendo,
portanto, apresentar diferentes composi¢des e fungdes (LEHNINGER, 2018).

Aos polissacarideos presentes na lamela média e nas paredes celulares primaria
e secundaria de todas as plantas, da-se o nome de pectinas (Figura 2). Estas pectinas
apresentam estrutura quimica heterogénea, sendo sua heterogeneidade dependente

da origem, de sua localizagdo na planta e do método utilizado para sua extragao
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(DRANCA; OROIAN, 2018). As pectinas tém como principal constituinte estrutural
residuos de acido D-galacturénico unidos por ligagdes glicosidicas a (1—4) (MULLER-
MAATSCH et al., 2016).

———

Parede Primaria

FIGURA 2 - llustragdo esquematica das estruturas presentes na parede celular vegetal.
(FONTE: Adaptado de ZHAO et al., 2019)

Para que um polissacarideo seja considerado pectina, deve conter em sua
composi¢do pelo menos 65% de acido galacturénico (MULLER-MAATSCH et al.,
2016), cadeia linear formada por monémeros de acido galacturénico, chamada
homogalacturonano, e/ou ramnogalacturonano | formado pelos residuos de acido
galacturdnico que foram parcialmente substituidos por residuos de a-L-ramnose em
posicao a (1—2). Além disto, pode conter em sua composi¢ao ramnogalacturonano Il
que apresenta ligadas em sua estrutura principal, varias cadeias laterais contendo
xilose, arabinose, glicose, fucose, manose ou galactose (WILLATS; KNOX;

MIKKELSEN, 2006). A Figura 3 demonstra um esquema da estrutura das pectinas.
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FIGURA 3 - Esquema da estrutura das pectinas. (FONTE: Adaptado de Willats; Knox;
Mikkelsen, 2006)

De acordo com Marenda (2015), as pectinas sdo bastante conhecidas por sua
atividade antitumoral. A hidrélise da pectina resulta em polimeros contendo acido
galacturdnico, galactose e arabinose, mistura que pode atuar inibindo a proliferagao
celular de tumores, bem como metastases, além de sua conhecida atividade
imunomodulatéria (COURTS, 2013; MORRIS et al., 2013).

Polissacarideos extraidos de frutas, ricas fontes destes compostos, tém sido
alvos de diversos estudos para avaliagéo de seu potencial de utilizagao no tratamento
de doencas como o cancer. Ao avaliarem a atividade antitumoral de polissacarideos
provenientes de Acerola (Malpighia emarginata) sobre linhagem celulares de
carcinoma de células escamosas orais (HSC-S) e carcinoma da glandula
submandibular humana (HSG), Motohashi et al. (2004) observaram que o tratamento
com polissacarideos exerceu alta atividade citotoxica sobre as células tumorais em
comparagao com as células normais. Os mesmos autores também observaram que,
em comparagao ao controle positivo tratado com verapamil, os grupos tratados com
polissacarideos apresentaram uma maior inibicdo da fungdo das glicoproteinas-P
(gpP) em células tumorais MDR, sugerindo, portanto, sua possivel aplicagao
quimioterapica.

Estudos avaliando o potencial antitumoral de polissacarideos extraidos de Maca
(Malus domestica) demonstraram sua alta capacidade de prevenir a ocorréncia de
cancer de mama em ratos (LIU et al., 2005). Delphi e Sepehri (2016), em estudos in
vitro utilizando a linhagem celular de cancer de mama murino 4T1, observaram

inducao da apoptose, bem como inibigdo do crescimento celular, reducéo da fixagao
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celular e fragmentacdo da cromatina no grupo tratado com 0,1% de acido a-D-
galacturénico. Ja em estudo complementar in vivo utilizando camundongos BALB/c,
0s mesmos autores observaram possivel inibicdo de tumores por meio da
superexpressao do gene TP53 e aumento do numero de células apoptoticas. Ao
avaliarem os efeitos de pectina extraida de frutas citricas ricas em homogalacturonana
e rhamonogalacturonana | e Il, polissacarideos presentes na maioria das frutas, sobre
a linhagem celular de melanoma murino B16F10, Kang et al., (2006), observaram a
inibicdo da proliferagdo das células tumorais no grupo tratado em relagédo ao grupo
controle. Tais fatos demonstram o potencial do uso de polissacarideos no tratamento

de tumores.

2.5 ACAI

A Euterpe oleracea Mart., conhecida popularmente como Agai (Figura 4), € uma
palmeira amplamente distribuida na regido amazénica brasileira, sendo considerada
nesta regido, como a principal espécie do género Euterpe (OLIVEIRA; FARIAS;
PENA, 2007). Tendo em vista sua utilizagao diversificada, sendo utilizada tanto pela
industria de alimentos, quanto na fabricacdo de cosméticos e farmacos, o Acai tem se
tornado um popular suplemento nutricional, devido aos seus ja conhecidos efeitos
sobre o metabolismo e sobre a estimulagdo do sistema imune (HOLDERNESS et al.,
2011). Por apresentar atividade anti-inflamatéria e antioxidante, bem como por
estimular a atividade antiproliferativa celular, o Agai é considerado de alto valor

biotecnolégico e farmacéutico (SILVA et al., 2014).
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FIGURA 4 - Frutos pretos de Acai. (FONTE: Embrapa, 2021)

Embora grande parte da sua atividade antioxidante esteja relacionada aos seus
componentes polifendis, como as antocianinas e os flavonodides (NERI-NUMA et al.,
2018), outros compostos abundantemente presentes na fruta, como os
polissacarideos tém sido amplamente investigados quanto a seu potencial
imunomodulador. Em estudo realizado, Holderness et al. (2011) observaram que os
tratamentos contendo polissacarideos provenientes de Agai estimularam a atividade
de mondcitos e macrofagos. Em estudo conduzido pelos mesmos pesquisadores em
modelo in vivo, apds a administragdo intraperitoneal ou intratraqueal de
polissacarideos de Acai, foi possivel observar aumento do recrutamento de neutrofilos
nos respectivos tecidos analisados, destacando seu potencial para uso como terapia
profilatica contra doencas infecciosas. Além disto, Silva et al. (2014), em estudos in
vitro, observaram que células da linhagem de carcinoma mamario MCF-7 tratadas
com polissacarideos extraidos de Acgai, tiveram a autofagia induzida pelo aumento da
expressao de LC3B-Il.

Com base nisso, outros estudos vém sendo desenvolvidos e apresentando
dados consistentes sobre a atividade antitumoral destes polissacarideos,
demonstrando seus impactos sobre a redugdo na incidéncia, proliferagdo e no
tamanho de tumores em diversos modelos experimentais da doenca (ALEXANDRA-
PERINI et al., 2018). Apesar dos efeitos ja conhecidos de compostos presentes no
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Acai, poucos estudos desenvolvidos avaliam o efeito antitumoral de seus
polissacarideos, sendo muito mais comuns estudos avaliando os efeitos de extratos
da fruta e de outras partes da planta sobre células tumorais (FREITAS et al., 2016;
MONGE-FUENTES et al., 2017; MARTINEZ et al., 2018).

2.6 MARACUJA

Passiflora edulis f. flavicarpa, também conhecida como Maracuja (Figura 5), é
um dos frutos mais cultivados no mundo. Este fruto, do qual ja se conhece a variedade
de propriedades farmacéuticas relacionadas a extratos das diferentes partes
biologicamente ativas da planta (SILVA et al., 2012), é utilizado, em sua maioria, na
producao de sucos e possui significativa importancia econémica no Brasil, seu maior
produtor mundial (EPAGRI, 2020).

FIGURA 5 — Frutos de Maracuja. (FONTE: Embrapa, 2016)

A casca do maracuja, principal residuo gerado durante o processamento da

polpa, corresponde a cerca de 60% do fruto, e por ser rica fonte de fibras, em especial,
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pectinas, vem sendo cada vez mais utilizada como coproduto alimentar (FERNANDES
et al., 2008).

Além de ser rica em compostos associados a atividade ansiolitica, anti-
inflamatdria e antioxidante, outros compostos como os polissacarideos extraidos do
fruto, tém apresentado alto potencial antitumoral.

Estudos in vitro conduzidos por Silva et al. (2012) avaliando o impacto destes
polissacarideos sobre modelo celular de melanoma, leucemia e cancer de cdlon,
demonstraram a inibicdo do crescimento tumoral, bem como aumento de leucécitos
totais e normalizagéo da percentagem de linfécitos e neutréfilos em modelos in vivo,
sinalizando que estes polissacarideos podem exercer influéncia sobre os mecanismos
primarios de defesa. Em estudo semelhante, Mota et al. (2018), observaram em
modelos in vivo e in vitro, que extratos da fruta foram altamente citotoxicos sobre
células de carcinoma mamario, estando este efeito associado a produgédo aumentada
de espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelular, que levam a dano mitocondrial,
oxidagao de proteinas e DNA, e apoptose.

Assim como para o agai, apesar do potencial antitumoral ja demonstrado, sao
escassos estudos envolvendo polissacarideos desta fruta, sendo mais comuns
estudos envolvendo outros extratos da planta (KUETE et al., 2016; MOTA et al., 2018;
YAMAMOTO et al., 2019).

2.7 EXPRESSAO DE MAPK1 E PARP1 E SUA RELACAO COM A PROGRESSAO
TUMORAL

Sabe-se que o cancer é uma doenga resultante do acumulo progressivo de
diversas mutagdes génicas, além de alteracées em vias de proteinas envolvidas com
o crescimento celular. Estas alteragdes resultam em falhas no funcionamento ou ainda
a auséncia de mecanismos envolvidos no processo de apoptose, fator que gera
proliferagao celular desordenada (OLIVEIRA, 2018). Diversas evidéncias demonstram
que o processo de tumorigénese envolve varias etapas e que essas etapas refletem
mudancgas genéticas que favorecem a transformacgao de células normais em células
malignas (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Levando isto em consideragao, Hanahan

& Weinberg (2000) propuseram seis alteracdes fisiologicas ou de seis “hallmarks” que
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em conjunto controlam o crescimento maligno, conforme disposto na Figura 6. De
acordo com os autores, estes hallmarks expressam a capacidade bem sucedida
destas células de burlarem mecanismos de defesa anticancer presentes no

organismo.

Potencial replicativo
ilimitado

FIGURA 6 — Capacidades adquiridas do cancer. (FONTE: Adaptado de Hanahan; Weinberg, 2000)

Dentre todas as capacidades apresentadas pelas células tumorais, a capacidade
de sustentar a proliferagao celular de forma crbnica é considerada fundamental, isto
pois a manutengdo do numero de células, bem como a manutengao da estrutura e
funcionamento do tecido normal, € coordenada por um rigoroso sistema de controle
da produgao e liberacéo de fatores promotores de crescimento, progresséo e divisdo
celular (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Diversos genes e cascatas de sinalizagdo estao envolvidos no processo de
proliferagao celular. Localizado em 22q11.22 (Figura 7) (GENECARDS, 2017), o gene
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MAPK1 (Mitogen-activated protein kinase 1) atua na codificagdo de uma das proteinas
pertencentes a familia MAP quinase que atua em diversos processos de sinalizagéao
celular como a proliferagcdo, a diferenciagdo, regulagdo transcricional e

desenvolvimento celular (MCG, 2019).
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FIGURA 7 - Localizagdo gendmica do gene MAPK1. (FONTE: GeneCards, 2017)

Alteragdes em MAPK1 estao presentes em 0,82% de todos os tumores (AACR,
2017). Ao realizarem uma coleta de 30 pares de amostras clinicas de pacientes com
cancer de mama como parte de um estudo que visava avaliar os efeitos do miR-
20a/MAPK1/c-Myc sobre a carcinogénese de mama e a quimiorresisténcia, Si et al.
(2017) verificaram que os niveis de MAPK1 eram significativamente mais elevados
nos tecidos tumorais em comparagao com os tecidos de mama normais do mesmo
paciente. Os mesmos autores verificaram ainda, que o silenciamento do MAPK1
prejudicou a proliferacdo de células de cancer de mama além de reduzir sua
resisténcia ao tratamento. Em contrapartida, a superexpressao do gene resultou em
maior proliferacao das células tumorais e aumento da quimiorresisténcia. Outro estudo
realizado por Bashanfer et al. (2018) verificou que a supressao do gene MAPK1,
induziu a apoptose em células de leucemia em virtude de alteragdes mitocondriais
estimuladas pela maior expresséo de TP53 e TNFSF10 e da desregulagéo de JUN.
Em melanoma, MAPK1 esta alterado em 1,84% dos pacientes (AACR, 2017).

Localizado na posicao 1942.12 (Figura 8), o PARP1 (Poly [ADP-ribose]
polymerase 1) é o gene responsavel pela codificacdo da proteina PARP1. Assim como
MAPK1, este gene esta envolvido na regulagcdo do processo de proliferagao celular,
além dos processos de diferenciacao, transformacao tumoral e recuperacido de danos
ao DNA por meio da proteina por ele codificada (MCG, 2019). Este gene apresenta
alteracbes em 1,36% de todos os tumores, sendo a frequéncia de alteragéo do gene
em pacientes de melanoma de 3,03% (AACR, 2017).
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FIGURA 8 - Localizagdo gendmica do gene PARP1. (FONTE: GeneCards, 2017)

Diversos estudos ja demonstraram que o gene PARP1 e/ou a proteina PARP1
S0 superexpressos em uma variada gama de tumores. Salemi et al. (2013) realizaram
um estudo visando comparar os niveis de expressao de PARP1 entre o tecido tumoral
e o tecido normal de préstata. Este estudo demonstrou que o tecido tumoral de
prostata apresentava uma maior expressao de PARP1 do que o tecido normal,
relacionando sua expressao ao processo de carcinogénese. Semelhantemente, ao
avaliarem a regulacédo da expressdo de PARP1 e de sua proteina em cancer de
endométrio, Bi et al. (2013), verificaram uma superexpressao tanto do gene quanto da
proteina em tecidos tumorais de endométrio. Esta superexpresséo nao foi observada
pelos mesmos autores ao analisarem estas expressbes em tecidos normais de
endométrio. Estes e outros achados indicam uma correlagdo positiva entre a
superexpressao de PARP1 e, portanto, de PARP1 e a oncogénese (PAZZAGLIA &
PIOLLI, 2019).

Nos ultimos anos o PARP1 e sua proteina tem atraido a atengcao de muitas
pesquisas voltadas ao desenvolvimento de novos tratamentos quimioterapicos.
Diversos destes estudos visam avaliar os efeitos da inibigdo da atividade de PARP
sobre o desenvolvimento tumoral. Atualmente inibidores de PARP tém sido utilizados
com sucesso no tratamento de tumores de mama triplo-negativos com presenca de
mutacdo em BRCA1/2, sendo sua utilizagao baseada na diminuigao na taxa de reparo
proporcionada pela inibicdo de PARP (ASHWORTH & LORD, 2017). Ao avaliarem os
efeitos de uma combinagao do inibidor de PARP PJ37 e cisplatina ou temozolamide
sobre a linhagem de melanoma murino B16F10, Cseh et al. (2019) verificaram que o
tratamento com a combinacgao inibidor de PARP + cisplatina, e inibidor de PARP +
temozolamide foram eficazes em reduzir a viabilidade das células tumorais em
comparagao com o tratamento dos compostos isolados.

Apesar dos estudos envolvendo inibidores de PARP, ainda ndo se sabe sobre
os efeitos de polissacarideos sobre sua expressdo. Sendo assim, um dos objetivos
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deste trabalho foi avaliar a expressédo do gene PARP1 em resposta ao tratamento com
diferentes concentragdes das fragdes de polissacarideos extraidos de Acai e

Maracuja.

3 JUSTIFICATIVA

O crescimento exponencial nos casos de cancer em todo o mundo mesmo frente
a adogao de inumeras estratégias preventivas, tem mobilizado fortemente o meio
cientifico. A baixa efetividade dos tratamentos quimioterapicos decorrente do
desenvolvimento de resisténcia aos quimicos utilizados, a apresentacao de inumeros
efeitos colaterais prejudiciais ao bem estar dos pacientes, e também os altos custos
relacionados ao tratamento da doecga, tém evidenciado a necessidade da busca por
tratamentos alternativos eficazes, de baixo custo e que apresentem menores riscos a
integridade dos pacientes.

A diversidade da flora brasileira tem sido alvo de inumeras pesquisas focadas no
aproveitamento do potencial biotecnoldgico de compostos naturais. Diversos estudos
apontam para o potencial de polissacarideos obtidos de plantas no tratamento de uma
variedade de doencas, dentre elas o cancer. Levando em consideracdo o
conhecimento de que frutas séo ricas fontes de uma variada gama de polissacarideos,
e sabendo-se que tais polimeros apresentam diversas atividades bioldgicas, o
presente estudo teve objetivo de avaliar in vitro a atividade de polissacarideos
provenientes da casca e polpa de Acai (Euterpe oleracea Mart.) e da casca de
Maracuja (Passiflora edulis f. flavicarpa), sobre o modelo experimental de células de

melanoma murino.
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4 OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Avaliar in vitro a atividade antitumoral de fracbes de polissacarideos obtidos da
casca e polpa de Euterpe oleracea Mart. e da casca de Passiflora edulis f. flavicarpa,

sobre a linhagem de melanoma murino B16F10.

4.2. Objetivos especificos

Avaliar, in vitro, a atividade antitumoral de polissacarideos obtidos da casca e
polpa de Acai e Maracuja sobre os seguintes parametros de células B16F10:
- Viabilidade celular;
- Capacidade proliferativa;
- Capacidade de migragao celular;
- Capacidade de formacéao de colbnias; e

- Expresséao génica.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 DESENHO EXPERIMENTAL

| Passifiora edulis . fiavicarpa | [l -
2 fragdes contendo - = : 2 concentragdes :
polissacarideos | (definidas em estudo piioto) |

| Euterpe oleracea Mart. | _________________

Viabilidade e proliferagdc

B16F10
373

l

Migragéo . Avaliagdo da Expresséo
Colonizagédo Génica

No presente estudo, estiveram sob investigagdo duas fragbes de
polissacarideos provenientes da casca e polpa de Acai. (Euterpe oleracea Mart) —
Fracdo FA - e da casca de Maracuja (Passiflora edulis f. flavicarpa) — Fragédo FM -
gentilmente cedidas pelo Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do
Parana. Estas fracdes passaram por um estudo piloto para determinacao do efeito de
diferentes concentragdes sobre a viabilidade de as linhagens celulares tumoral de
melanoma murino (B16F10) e n&o tumoral de fibroblasto murino (BALB/c 3T3). Com
base nos resultados obtidos nas analises de viabilidade, foram selecionadas duas
concentracbes de cada uma das fracbes em estudo para utilizacdo nas demais
analises realizadas neste estudo e que sofram realizadas a fim de se obter
informacdes sobre seus impactos sobre outros importantes parametros tumorais,
como capacidade proliferativa, capacidade de migragao, e capacidade clonogénica.

Além disto, também foi realizada uma analise transcriptdmica envolvendo
ferramentas de bioinformatica, visando verificar os efeitos destas fragcdes sobre a

expressao de genes de interesse.



36

A caracterizagdo quimica das fragdes utilizadas, foi realizada pelo
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Parana, que possui os
equipamentos necessarios para as analises de Nuclear Magnetic Resonance (NMR),
High Pressure Size Exclusion Chromatography (HPSEC), Gas chromatography— mass
spectrometry (GC-MS), dentre outras. A composi¢cao das fragbes utilizadas neste

estudo encontra-se no Quadro 1.

Fracao Monossacarideos Polissacarideos
Arabinose Homogalacturonana
FA Galactose Arabinogalactana |l
Glucose Ramnogalacturonana |
Arabinose
Homogalacturonana Metil-
EM Galactose
esterificada
Glucose

QUADRO 1 - Composigcdo monossacaridica e polissacaridica das fracdes FA e FM. FONTE: Adaptado
de CANTU-JUNGLES et al. (2016); ABBOUD et al. (2019).

5.2 CULTIVO CELULAR

As linhagens celulares B16F10 (melanoma murino) e BALB/c 3T3 (fibroblasto
murino) foram gentilmente cedidas pelo Laboratorio de Células Inflamatérias e
Neoplasicas do Departamento de Biologia Celular da UFPR obtidas por meio de
parceria com o Instituto de Pesquisa Pelé Pequeno Principe, e mantidas de acordo
com as recomendacgdes especificas para cada uma. Estas linhagens foram cultivadas
em meio de cultura liquido do tipo RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 1% de antibidtico (penicilina 10.000U e estreptomicina 10mg/L). As
células foram entdo mantidas em incubadora em temperatura de 37°C, 90% de

umidade, e com injecao de 5% de CO2. O tempo de incubacéo das linhagens foi
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ajustado em 72h. Todas as analises neste estudo foram realizadas em triplicata

biologica.

5.3 DILUICAO DOS POLISSACARIDEOS

A diluigdo dos polissacarideos foi realizada em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de SFB e 1% de antibidtico (penicilina 10.000U e
estreptomicina 10mg/L). Apds a diluicao as solugdes foram homogeneizadas por 5
minutos em temperatura ambiente e entao filtradas em filtros de 0.22 ym (Millipore).
As solugdes foram homogeneizadas antes de cada experimento realizado.

Em cada experimento, o grupo controle passou pelos mesmos procedimentos
dos grupos tratados, recebendo RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB e 1% de
antibidtico em substituicdo ao tratamento recebido pelos demais grupos em mesmo

volume.

5.4 ESTUDO PILOTO

Para a determinacdo das concentragcdes a serem utilizadas nos ensaios
realizados no presente estudo, foi realizado um estudo piloto comparando os efeitos
de cinco diferentes concentragdes de FA e FM sobre as linhagens celulares tumoral
(B16F10) e normal (BALB/c 3T3) pelo ensaio de viabilidade de MTT (abaixo descrito).
Apos avaliacdo dos resultados obtidos, foram selecionadas duas destas
concentracdes para dar prosseguimento as demais analises. As concentragdes foram
escolhidas levando em consideragao seus efeitos sobre a redugao da viabilidade das
linhagens celulares, tendo sido selecionadas aquelas que obtiveram uma diminuigcéo
da viabilidade da linhagem tumoral e que apresentaram menores danos as células
normais.

As linhagens celulares foram plaqueadas em placa de 96 pogos respeitando
a densidade adequada para cada linhagem de 5x10? células/pogo para a linhagem
B16F10, e 2x103 células/pogo para a linhagem BALB/c 3T3. Foi respeitado o periodo
de 24h poés plagueamento para a ocorréncia da fixagao celular. Apos este periodo, foi

realizado o tratamento com as fragbes dos polissacarideos nas concentragbes 0
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(controle), 2.5, 5, 10, 100 e 800 pg/ml. A analise de MTT foi procedida 72h apos o

tratamento.

5.5 VIABILIDADE CELULAR

Para a avaliagcao dos parametros de viabilidade foram realizados os ensaios
colorimétricos de Reducédo de Brometo de Difeniltetrazdlio (MTT) e de Neutral Red
(NR). As células das diferentes linhagens foram colocadas em placas de 96 pocos,
sendo distribuidas em grupos controle (0 pg/ml) e tratados com fragéo polissacaridica
(5, 10 yg/ml para FA e 10, 100 ug/ml para FM). O plaqueamento celular respeitou a
densidade adequada para cada linhagem de 5x10? células/pogo para a linhagem
B16F10, e 2x102 células/pogo para a linhagem BALB/c 3T3. Foi respeitado o periodo
de 24h poés plagueamento para a ocorréncia da fixagao celular. Apos este periodo, foi
realizado o tratamento com as fragcdes dos polissacarideos nas concentracbes em

estudo. As analises foram procedidas 72h apds o tratamento.

5.5.1 Ensaio de Reducgao de Brometo de Difeniltetrazélio (MTT)

Para o ensaio de MTT foi utilizada a metodologia proposta por Mosmann
(1983). Os pocos foram aspirados para retirada do sobrenadante e ent&o foi realizada
a adicdo da solugdo de MTT 5mg/ml (Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) em pH 7,4 sobre as células. Estas foram incubadas por um periodo
de 3,5 horas a 37°C e 5% de CO2. Apds o periodo de incubagéo, o sobrenadante foi
novamente descartado e a solugao de extragdo DMSO adicionada para dissolucao
dos Cristais de Formazan. A placa foi agitada e apds completa solubilizagdo foi

realizada leitura em equipamento TECAN® Infinite M200 a 540 nm.

5.5.2 Ensaio de Neutral Red (NR)

O ensaio de NR foi realizado de acordo com o método proposto por Repetto et
al. (2008). Apo6s o periodo de fixacao celular, os pocos foram devidamente aspirados

para retirada de todo meio de cultura e tratamento e entéo foi realizada a adigdo da
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solugao de NR (0,04 mg/ml) centrifugada e livre de SFB. As células em solugéo, foram
incubadas por 2 horas em estufa a 37° C e 5% de CO2. Apds o periodo de incubagéo,
os pogos foram novamente aspirados e receberam a solugdo de extragao
EtOH/Ac.COOH (50% / 1%). As placas foram agitadas em agitador de placas por
aproximadamente 10 minutos e em seguida avaliadas em equipamento TECAN®
Infinite M200 a 540 nm.

5.6 ENSAIO DE PROLIFERAGAO CELULAR

A conducao do ensaio foi realizada de acordo com o recomendado por Bonnekoh
et al. (1989). No momento da analise os pogos foram aspirados para retirada de todo
meio de cultura e tratamento, e lavados com PBS. As células foram fixadas por
solugédo PFA (Paraformaldeido) 4% durante o periodo de 10 minutos. Apds a retirada
do agente fixador, as células foram permeabilizadas em Metanol 2% por 10 minutos e
entdo coradas pela adigdo do corante Cristal Violeta (CV). O corante foi eluido das
células por solugdo de citrato de sédio. A leitura foi realizada em equipamento
TECAN® Infinite M200 a 590 nm.

5.7 CAPACIDADE DE MIGRACAO CELULAR

A migracao celular foi avaliada por meio de ensaio bidimensional de "scratch”
(LIANG et al., 2007). Para a execucgao da analise sao realizados dois plagueamentos.
No primeiro plagueamento, destinado ao tratamento das células com os
polissacarideos em estudo, a linhagem B16F10 foi plaqueada em placa de 24 pogos
na densidade de 5x102 células/pogo, tendo sido respeitado o periodo de fixagéo
celular de 24h. Apds este periodo, foi procedido o tratamento com os polissacarideos
em estudo, e logo depois as células sdo incubadas em estufa pelo periodo de 72h.
Ap0s o periodo de incubagao, as células que sobreviveram ao tratamento foram soltas
e novamente plaqueadas em placa de 96 pogos. As células foram entdo incubadas
em estufa pelo periodo de 24h para fixagao celular. Apds o periodo de fixagdo, a

proliferacdo celular foi inibida com a utilizacdo de meio de cultura RPMI carenciado
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em SFB (1%) e a monocamada de células é riscada com ponteira (scratch) 20 horas
apos o inicio do tratamento de inibigao. Foram realizadas fotos de todos os pog¢os nos
periodos Oh e 24h apds a realizagao do scratch. A analise das imagens foi realizada
via software ImageJ®, sendo a capacidade migratoria relativa determinada pelo
calculo da porcentagem de area livre de células proposto por Borges et al. (2015).

5.8 CAPACIDADE DE COLONIZAGAO CELULAR

O ensaio visou avaliar a capacidade de formacao de colbnias celulares pelo
método descrito por Boia-Ferreira et al. (2017). Para a execugao da analise, foram
realizados dois plaqueamentos. No primeiro plaqueamento, destinado ao tratamento
das células com os polissacarideos em estudo, a linhagem B16F10 foi plaqueada em
placa de 24 pogos na densidade de 2x103 células/poco. Apds o periodo de 24h para
fixagao celular, foi procedido o tratamento e logo depois as células foram incubadas
em estufa pelo periodo de 72h. Apdés o periodo de incubacdo, as células que
sobreviveram ao tratamento foram soltas e novamente plaqueadas em placa de 24
pocos na densidade de 1x10% células/pogo. As células foram novamente incubadas
em estufa pelo periodo de 24h para fixacdo celular. Apds o periodo de fixagado os
pocos foram aspirados para retirada de todo meio de cultura e lavados com PBS. As
células foram fixadas por solugao PFA 4% durante o periodo de 10 minutos. Apds a
retirada do agente fixador, as células foram coradas pela adigdo do corante CV e
incubadas por 10 minutos. Apds a incubacgéao o corante foi descartado e os pogos
lavados com agua ultrapura e entao fotografados com auxilio de lupa. As imagens
obtidas foram submetidas a contagem de colénias no software ImageJ®. Os

resultados sdo apresentados como numero médio de colénias na area do pogo.

5.9 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA

Para definicdo dos genes a serem avaliados durante o estudo, foi realizada
analise transcriptdmica de dados disponiveis em bancos de dados publicos, visando

elucidar os efeitos de compostos provenientes de plantas sobre o perfil de expressao
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génica em diferentes células tumorais. Estes ensaios foram realizados em parceria
com o Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética (LabCHO) do

Departamento de Genética da Universidade Federal do Parana (UFPR).

5.9.1 Analise transcriptdmica

Para a anadlise transcriptdmica foi utilizado o banco de dados NPCARE (CHOI
et al., 2017). Neste banco de dados estdo organizados dados de 6.578 compostos
naturais e 2.566 fragdes de extratos isolados de mais de 1.900 espécies, incluindo
plantas, fungos e bactérias. Estes extratos apresentaram atividade antitumoral e foram
validados em 1.107 linhagens celulares de 34 tipos de cancer.

Primeiramente os dados foram filtrados de acordo com género de apenas
plantas frutiferas, sendo que apdés a primeira filtragem restaram 9 géneros que foram
novamente filtrados, agora de acordo com as espécies contidas em cada género,
sendo excluidas aquelas espécies consideradas téxicas e aquelas que ndo possuiam
informagdes sobre acdo em genes potencialmente desregulados em tumores.

Com os dados filtrados selecionamos os genes potencialmente desregulados
em tumores tratados com compostos provenientes das espécies selecionadas e estes
foram submetidos a analise de enriquecimento de vias, utilizando o banco de dados
Gene Set Enrichment Analysis (http://www.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb/index.ijsp),

tendo como base a assinatura génica “Cancer Hallmarks”, que compreende 50
assinaturas génicas de mecanismos celulares essenciais na progressao tumoral. As

vias enriquecidas foram selecionadas de acordo com o valor de p ajustado <0,01.

5.9.2 Isolamento de RNA e sintese de cDNA

O isolamento de RNA das amostras de células B16F10 foi realizado pela
utilizacdo do reagente TRIzol® (BIORAD) de acordo com as recomendagdes do
fabricante.

As amostras de RNA extraidas foram entdo convertidas em cDNA com a utilizagao
kit iScript Reverse Ttranscription Supermix for RT-gPCR (BIORAD). Em microtubo

apropriado para termociclador foram adicionados 4 yL de iScript RT Supermix 5x, 18
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ML de agua ultrapura para 1 yL de amostra de RNA (1000ng), formando um mix de 20
ML por reacéo. As reagdes foram levadas ao termociclador (Applied Biosystems®),
onde foram incubadas em 3 ciclos: 1° ciclo de 5 min a 25°C, 2° ciclo de 20 min a 46°C

e, 3° ciclo de 1 min a 95°, de acordo com o protocolo de utilizacdo do produto.

5.7.3 PCR quantitativa em tempo real (RT-gPCR)

As reacdes de RT-gPCR foram realizadas com utilizagdo do one-step RT-
PCR SYBR® Green kit (BIORAD) e os primers apropriados para cada reacao,

abaixo listados:

MAPK1-Foward TGGCATCAATGACATCATCC
MAPK1-Reverse TGCTGAGGTGCTGTGTCTTC

PARP1-Foward GCAGCGAGAGTATTCCCAAG
PARP1-Reverse TCCAGAAGCAGGAGAAGTGG

ACTB-Foward CTGTATTCCCCTCCATCGTG
ACTB-Reverse GGGTCAGGATACCTCTCTTGC

HPRT1-Foward GTTGGGCTTACCTCACTGCT
HPRT1-Reverse TAATCACGACGCTGGGACTG

Os experimentos foram realizados em triplicata biolégica e analisados em
aparelho QuantStudio™ 5 (Applied Biosystems®). Para cada reacgao foi realizado
controle RT- (sem conversdo de RNA em cDNA).

A quantificacao relativa foi avaliada levando em consideracao a comparagao
do ciclo em que o nivel de fluorescéncia alcangou o limiar pré-estabelecido (ct) do
gene alvo em comparagao com os controles endégenos utilizados g-actina (ACTB)
e hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HPRT1).

Para os calculos de expressdo de cDNA da linhagem celular de cancer em
estudo, foi utilizada uma amostra calibradora contendo a amostra controle. Para a

quantificacdo dos genes alvo, os resultados obtidos na analise foram normalizados
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em relacédo aos genes enddgenos e em relagédo ao calibrador por meio da férmula
2—AACT_

5.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos por média + desvio padréo e analisados por meio
do software GraphPad Prism e do programa RStudio. Para a determinagao dos testes
a serem realizados nas variaveis quantitativas, os dados foram avaliados quanto a
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e quanto a homoscedasticidade pelo teste de
Bartlett. Os dados considerados normais foram submetidos ao teste de One-Way
ANOVA para apenas uma variavel, ou ao teste de Two-Way ANOVA quando foram
avaliadas mais de uma variavel, seguidos de pods-teste de Tuckey-HSD. Quando os
dados que nao apresentaram distribuicdo normal foram submetidos ao teste de
Kruskall-Wallis e pos-teste de Dunn. Foram considerados significativos resultados
com valores de p<0,05.

Para a analise de enriquecimento de vias utilizou-se o método de Gene Set

Enrichment Analysis (GSEA) considerando significativo valor de p<0,01.
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6 RESULTADOS
6.1 ESTUDO PILOTO

A busca por novos compostos a serem utilizados no tratamento de uma vasta
gama de doengas, dentre elas o cancer, tém sido feita visando observar tanto seus
efeitos positivos quanto seus efeitos negativos sobre os organismos. Sabe-se que
diversas moléculas ja utilizadas na terapia convencional como quimioterapicos,
exercem efeitos deletérios tanto para células tumorais quando para células normais
em decorréncia de sua inespecificidade. Desta forma, dentre os parametros mais
importantes a serem avaliados para a introducdo de novos compostos e moléculas
em tratamentos, estdo o impacto destes sobre a viabilidade celular e também seu
potencial citotdxico.

Visando verificar os efeitos sobre a viabilidade das linhagens celulares tumoral
(B16F10) e normal (BALB/c 3T3), e determinar as concentragcbes a serem utilizadas
no presente estudo, realizamos os ensaios de MTT e NR para avaliar os efeitos de

cinco diferentes concentracdes das fragdes polissacaridicas em estudo.

6.1.1 EFEITOS DOS POLISSACARIDEOS DE FRUTOS DE ACAI (Euterpe oleracea)
E DE MARACUJA (Passiflora edulis) SOBRE A VIABILIDADE CELULAR POR
NR

Os resultados obtidos na analise NR demonstraram uma reducao significativa
da viabilidade da linhagem celular tumoral nos grupos tratados com todas as
concentragdes (2.5, 5, 10, 100 e 800 pg/ml) de FA (Figura 9A), tendo os grupos
tratados com as concentragdes 2.5, 100 e 800 pg/ml apresentado redugao de
viabilidade superior (46, 44.5 e 72.9% respectivamente) a apresentada pelos
grupos tratados com as concentragbes 5 e 10 pg/ml (30.6 e 32.8%
respectivamente).

Ja para a linhagem nao tumoral (Figura 9B), a analise demonstrou uma
reducado significativa da viabilidade destas células nos grupos tratados com as
concentragdes 2.5, 100 e 800 pg/ml (29.7, 33.6 e 60.2% respectivamente), ndo
tendo sido observada reducdo significativa da viabilidade celular nos grupos

tratados com as concentragdes 5 e 10 pg/ml.
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FIGURA 9 - Viabilidade de células tumorais B16F10 e normais BALB/c 3T3 apds tratamento com
FA pelo ensaio de NR.
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L: Porcentagem de viabilidade de células tumorais B16F10 (A) e de células normais BALB/c 3T3 (B),

tratadas com a fragdo FA nas concentragdes 2.5, 5, 10, 100 e 800 pg/ml pelo ensaio de NR. O periodo

de exposicdo aos tratamentos foi de 72h. Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de

normalidade de Shapiro-Wilk. A média dos tratamentos foi comparada pelo teste de One-Way ANOVA,

pos-teste de Tukey, p<0,05. Dados sado apresentados em relagéo ao grupo controle.

Ao avaliarmos os efeitos do tratamento com diferentes concentragcbées de FM

pela mesma metodologia, observamos que o tratamento com as concentragdes 2.5 e

800 pg/ml resultou em reducgdo significativa (20.8 e 17.5% respectivamente) da

viabilidade de células tumorais (Figura 10A), enquanto somente o tratamento com a

concentragao 2.5 ug/ml (27.8%) resultou em reducao significativa da viabilidade da

linhagem de células normais (Figura 10B).
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FIGURA 10 - Viabilidade de células tumorais B16F10 e normais BALB/c 3T3 apds tratamento com FM
pelo ensaio de NR.
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L: Porcentagem de viabilidade de células tumorais B16F10 (A) e de células normais BALB/c 3T3 (B),
tratadas com a fracdo FM nas concentragoes 2.5, 5, 10, 100 e 800 ug/ml pelo ensaio de NR. O periodo
de exposicdo aos tratamentos foi de 72h. Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. A média dos tratamentos foi comparada pelo teste de One-Way ANOVA,

pos-teste de Tukey, p<0,05. Dados sdo apresentados em relagdo ao grupo controle.

6.1.2 EFEITOS DOS POLISSACARIDEOS DE FRUTOS DE ACAI (Euterpe oleracea)
E DE MARACUJA (Passiflora edulis) SOBRE A VIABILIDADE CELULAR POR
MTT

Visando confirmar os resultados obtidos no ensaio de viabilidade por NR
avaliamos os efeitos das cinco concentracdes das fragdes polissacaridicas em estudo
também pelo ensaio de MTT.

A Figura 11 (A e B) demonstra os efeitos de FA concentragbes sobre a
viabilidade das linhagens celulares B16F10 e BALB/c 3T3 pelo ensaio de MTT.
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FIGURA 11 — Viabilidade de células tumorais B16F10 e normais BALB/c 3T3 apoés tratamento com FA
pelo ensaio de MTT.
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L: Porcentagem de viabilidade de células tumorais B16F10 (A) e de células normais BALB/c 3T3 (B),
tratadas com a fragéo FA nas concentragdes 2.5, 5, 10, 100 e 800 pg/ml pelo ensaio de MTT. O periodo
de exposicdo aos tratamentos foi de 72h. Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. A média dos tratamentos foi comparada pelo teste de One-Way ANOVA,

pos-teste de Tukey, p<0,05. Dados sdo apresentados em relagéo ao grupo controle.

A andlise de MTT demonstrou uma redugao significativa da viabilidade da
linhagem B16F 10 somente nos grupos tratados com as concentragdes 2.5 e 800 ug/ml
(21.6 e 60.5 respectivamente) de FA (Figura 11A), ndo tendo sido observada redugcao
significativa da viabilidade nos demais grupos (5, 10, 100 ug/ml). Diferentemente, a
avaliacao dos efeitos de FA sobre a viabilidade da linhagem BALB/c 3T3 demonstrou
uma reducao significativa da viabilidade celular nos grupos tratados com as
concentragdes 2.5, 100 e 800 pug/ml (24.6, 29.1 e 77.2% respectivamente) (Figura
11B).

Ja para os grupos tratados com FM, observamos que o tratamento com as
concentragbes 2.5 e 5 pg/ml resultou em redugao significativa (49.1 e 40.5%
respectivamente) da viabilidade da linhagem celular tumoral (Figura 12A), enquanto
para a linhagem celular ndo tumoral, o tratamento com as concentragdes 2.5, 5 e 800
Mg/ml promoveram redugao significativa (26.0, 26.8 e 18.9% respectivamente) de sua
viabilidade (Figura 12B).
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FIGURA 12 - Viabilidade de células tumorais B16F10 e normais BALB/c 3T3 apds tratamento com FM
pelo ensaio de MTT.
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L: Porcentagem de viabilidade de células tumorais B16F10 (A) e de células normais BALB/c 3T3 (B),
tratadas com a fragdo FM nas concentragdes 2.5, 5, 10, 100 e 800 pg/ml pelo ensaio de MTT. O
periodo de exposigcao aos tratamentos foi de 72h. Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. A média dos tratamentos foi comparada pelo teste de One-Way ANOVA,

pos-teste de Tukey, p<0,05. Dados sao apresentados em relagéo ao grupo controle.

Levando em consideragéo o conjunto de resultados obtidos tanto na analise
de NR quanto na analise de MTT, podemos observar que para grupos tratados com
FA, as concentragbes de 5 e 10 ug/ml apresentam maior seguranga quanto a seus
efeitos sobre células ndo tumorais em comparacdo com as demais concentragdes,
uma vez que seus efeitos sobre a viabilidade das células normais utilizadas neste
modelo, ndo foram considerados estatisticamente significativos em nenhum dos
ensaios realizados. Ja para os grupos tratados com FM, observamos que as
concentragdes 10 e 100 pg/ml foram as unicas a ndo demonstrarem efeitos
estatisticamente significativos de reducao da viabilidade da linha celular ndo tumoral
pela analise de MTT. Embora tenha havido diferengas entre os resultados obtidos na
analise de NR e MTT da linhagem BALB/c 3T3 dos grupos FM, os resultados sugerem
as concentragbes de 10 e 100 pg/ml como as mais seguras quanto a seus efeitos
sobre a viabilidade do modelo de células néo tumorais nas condi¢cdes deste estudo.

De acordo com estes resultados, as concentragbes de escolha para o
prosseguimento do presente estudo foram 5 e 10 yg/ml para o tratamento com FA, e

10 e 100 pg/ml para o tratamento com FM.
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6.4 EFEITOS DOS POLISSACARIDEOS DE FRUTOS DE ACAI (Euterpe oleracea)
E DE MARACUJA (Passiflora edulis) SOBRE A PROLIFERAGAO CELULAR

Sabendo-se que o cancer € uma doenca caracterizada pelo crescimento, ou
seja, pela proliferagao celular acelerada e desordenada de um determinado grupo de
células (INCA, 2019), foi realizado neste estudo o ensaio de proliferagédo celular pela
metodologia de CV visando verificar os efeitos moduladores das fragdes

polissacaridicas em estudo sobre este parametro celular na linhagem tumoral B16F10.

Os efeitos de FA sobre a capacidade de proliferagao celular estdo expressos

no Figura 13.

FIGURA 13 - Ensaio de Proliferacdo Celular por Cristal Violeta da linhagem celular B16F10 apds o

tratamento com FA.
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L: Percentual de Proliferagéo Celular por CV da linhagem celular B16F10 apds o tratamento com FA
nas concentra¢des 5 e 10 pyg/ml. O periodo de exposi¢ao aos tratamentos e de avaliagédo foi de 24, 48
e 72h. Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. A média dos
tratamentos foi comparada pelo teste de Two-Way ANOVA, pos-teste de Tukey, p<0.05. Dados séo

apresentados em porcentagem relagao ao grupo controle.
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A exposicdo da linhagem celular a FA resultou, em 24h, na reducgao
significativa da taxa de proliferagao celular no grupo tratado com a concentragao de 5
pMg/ml em comparagao ao grupo controle (29, 56%). Além disto, a exposi¢do a ambas
as concentragdes em estudo (5 e 10 ug/ml) de FA, resultou em reducéo significativa
da proliferagdo celular em comparagdo com o grupo controle nos periodos de
exposicao de 48 (33,58% e 28,09% respectivamente) e 72h ao tratamento (26,96% e
28,77%).

Ja para a analise da capacidade proliferativa da linhagem B16F10 exposta ao
tratamento com FM, é possivel observar, conforme descrito no grafico 10, uma
reducao significativa (32,88%) da taxa de proliferagao destas células no grupo tratado
com a concentragdo de 100 ug/ml da fragdo, quando em comparagdao com O grupo

controle, apds 48h de incubacéo.

FIGURA 14 - Ensaio de Proliferacdo Celular por Cristal Violeta da linhagem celular B16F10 apds o

tratamento com FM.
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L: Percentual de Proliferagéo Celular por CV da linhagem celular B16F10 apds o tratamento com FM
nas concentragdes 10 e 100 pg/ml. O periodo de exposigcéo aos tratamentos e de avaliagao foi de 24,
48 e 72h. Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. A média
dos tratamentos foi comparada pelo teste de Two-Way ANOVA, pos-teste de Tukey, p<0.05. Dados

sao apresentados em porcentagem em relagao ao grupo controle.
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6.4 EFEITOS DOS POLISSACARIDEOS DE FRUTOS DE ACAI (Euterpe oleracea) E
DE MARACUJA (Passiflora edulisy SOBRE A CAPACIDADE DE MIGRACAO
CELULAR

A migracdo celular € considerada um estagio critico no processo de
progressao tumoral. Isto se deve ao fato de que a migragéo de células tumorais
permite que estas atinjam outros 6rgaos e tecidos mesmo estes estando distantes do
local do tumor primario, dando origem ao processo denominado metastase. Tendo em
vista os resultados obtidos nos ensaios de viabilidade celular em células B16F10, e
com o objetivo de avaliar os feitos das fragdes de polissacarideos em estudo sobre a
capacidade migratoria das células sobreviventes as 72h de exposigao ao tratamento,
foi realizado o ensaio de capacidade de migracao celular por Scratch.

As Figuras 6 e 7 correspondem a fotos de uma mesma replicata bioldgica,
realizadas nos tempos Oh e 24h apés a realizagao do scratch.

FIGURA 15 — Ensaio de Migragéo Celular dos grupos tratados com FA.
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L: Apds o periodo de exposigcdo de 72h ao tratamento com as concentragdes 5 e 10 uyg/ml de FA e a
retirada do tratamento, a linhagem B16F10 foi submetida a andlise de Migracdo por Scratch. As
fotografias nos tempos 0 e 24h foram realizadas com o auxilio do microscépio éptico invertido BIOVAL®
XDS-1B (aumento de 10x). FONTE: A autora.

FIGURA 16 — Ensaio de Migracao Celular dos grup

os tratados com FM.

L: Apds o periodo exposigdo de 72h ao tratamento com as concentragdes 10 e 100 ug/ml de FM e a
retirada do tratamento, a linhagem B16F10 foi submetida a analise de Migragdo por Scratch. As
fotografias nos tempos 0 e 24h foram realizadas com o auxilio do microscépio éptico invertido BIOVAL®
XDS-1B (aumento de 10x). FONTE: A autora.
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A Figura 17 demonstra os efeitos de FA nas concentragdes 5 e 10 ug/ml sobre
a capacidade migratoria da linhagem celular B16F10.

FIGURA 17 — Capacidade de Migracéo Celular dos grupos tratados com FA pela metodologia de
Scratch.
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L: A linhagem celular B16F10 foi tratada com FA nas concentragbes 5 e 10 ug/ml. O periodo de
exposicao aos tratamentos foi de 72h e a capacidade de migragédo avaliada 24h apds a abertura da
ferida. Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. A média dos
tratamentos foi comparada pelo teste de One-Way ANOVA, pds-teste de Tukey, p<0.05. Os dados séao

apresentados como porcentagem de invasao do espago determinado na placa de cultura em 24h.

Os resultados obtidos no ensaio de scratch ndao demonstraram diferenca
significativa na migragao entre os grupos tratados com diferentes concentra¢des de
FA e o grupo controle. Os resultados também nado demonstraram diferenca
significativa entre os grupos tratados (5 e 10 yg/ml) para a linhagem B16F10. De
maneira semelhante, ndo foram observadas diferengas significativas no percentual de
migragao celular nos grupos tratados com as concentragées 10 e 100 pg/ml FM nas

concentragdes em comparagao ao grupo controle ou na comparagao entre 0s grupos
tratados (Figura 18).
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FIGURA 18 - Capacidade de Migragdo Celular dos grupos tratados com FM pela metodologia de
Scratch.
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L: A linhagem celular B16F10 foi tratada com FM nas concentragées 10 e 100 ug/ml. O periodo de
exposicao aos tratamentos foi de 72h e a capacidade de migragéo avaliada 24h apds a abertura da
ferida. Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. A média dos
tratamentos foi comparada pelo teste de One-Way ANOVA, pos-teste de Tukey, p<0.05. Os dados sao

apresentados como porcentagem de invasao do espaco determinado na placa de cultura em 24h.

6.5 EFEITOS DOS POLISSACARIDEOS DE FRUTOS DE ACAI (Euterpe oleracea) E
DE MARACUJA (Passiflora edulisy SOBRE A CAPACIDADE CLONOGENICA
CELULAR

O ensaio clonogénico, ou ensaio de capacidade de formacao de colbnias, tem
por objetivo investigar a capacidade de uma unica célula de proliferar e, a partir disto,
dar inicio a uma nova colénia. Neste ensaio, avaliamos se, as células que nao tiveram
sua viabilidade afetada pelo tratamento com as fragbes polissacaridicas estudadas,
sofreram alguma alteragdo em sua capacidade de formar colonias.

A Figura 19 corresponde a imagem realizada durante a contagem de colbnias

no software ImageJ® realizada nesta analise.
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FIGURA 19 — Procedimento de contagem de colénias.

L: Apds o periodo de exposicdo de 72h ao tratamento e a retirada do tratamento, a linhagem B16F10
foi incubada por 96h e entdo submetida a analise de numero de colbénias por CV. As fotografias foram
realizadas com auxilio de lupa, e a contagem de colbnias realizada no software ImageJ®. FONTE: A

autora.
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Os resultados dos efeitos de FA nas concentragdes 5 e 10 yg/ml sobre a

capacidade clonogénica da linhagem celular B16F10 estdo expressos na Figura 20.

FIGURA 20 — Capacidade Clonogénica pela metodologia de CV apds o tratamento com FA
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L: A linhagem celular B16F10 foi tratada com FA nas concentragbes 5 e 10 ug/ml. O periodo de
exposicao aos tratamentos foi de 72h e a capacidade de formacdo de coldnias avaliada 96h apds a
retirada do tratamento. Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk. A média dos tratamentos foi comparada pelo teste Kruskal-Wallis, pés-teste de Dunn, p<0.05. Os

resultados expressam o numero médio de colbnias presente na area do pogo.

Os resultados obtidos no ensaio clonogénico demonstraram reducéo
significativa na formagéao de coldnias no grupo tratado com FA na concentragéo de 10
Mg/ml em comparagdo ao grupo controle (36% de redugdo). Os resultados nao
demonstraram diferenca significativa entre os grupos tratados (5 e 10 pg/ml). De
maneira semelhante, o grupo tratado com maior concentragao (100 pg/ml) de FM
apresentou redugado significativa no numero médio de coldnias formadas em
comparagao com o grupo controle (54% de reducado), ndo tendo havido diferenca
significativa entre os grupos tratados (10 e 100 ug/ml), conforme demonstrado na

Figura 21.
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FIGURA 21 — Capacidade Clonogénica pela metodologia de CV apds o tratamento com FM.
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L: A linhagem celular B16F10 foi tratada com FM nas concentragées 10 € 100 ug/ml. O periodo de
exposicao aos tratamentos foi de 72h e a capacidade de formagao de colénias avaliada 96h apds a
retirada do tratamento. Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk. A média dos tratamentos foi comparada pelo teste Kruskal-Wallis, pds-teste de Dunn, p<0.05. Os

resultados expressam o numero médio de colbnias presente na area do pogo.

6.6 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

6.6.1 Analise transcriptdbmica

Os resultados obtidos na analise de enriquecimento de vias estdo

demonstrados na Figura 22.
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FIGURA 22 - Grafico de enriquecimento de vias.
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L: Vias enriquecidas (p<0,01) em tumores tratados com compostos provenientes das espécies dos

géneros analisados.

A partir dos resultados obtidos na analise de enriquecimento de vias, avaliou-
se 0s genes representantes das vias de enriquecimento e suas distribuicbes de
ocorréncia nos géneros analisados. Para melhor visualizagao foi gerado um diagrama
denominado Up Set Plot (Figura 23).



FIGURA 23 - Up Set Plot
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L: Up set plot ilustrando o nimero genes diferencialmente expressos em diversos tipos de tumor,

indicando os géneros que apresentaram os mesmos genes desregulados apds o tratamento.

A maioria dos genes desregulados nas linhagens tumorais avaliadas, foram

especificamente relacionados a um unico género dentre os estudados. Foram

encontrados genes compartilhados entre os géneros conforme demonstrado no

Quadro 2.

Theobroma

Genus Gene
Ananas Annona Citrus Diospyros CASP3
Persea Punica Rubus
Ananas Citrus Diospyros Persea MAPK1
Prunus Theobroma
Ananas Citrus Prunus Punica MAPK8
Theobroma
Ananas Annona Citrus Diospyros BCL2
Punica
Annona Citrus Diospyros Punica PARP1
Rubus
Ananas Citrus Diospyros Persea MAPK3
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Ananas Annona Citrus Diospyros 1 TP53
Prunus
Ananas Annona Citrus Punica 1 BAX
Ananas Persea Punica Rubus 1 CASP9
Ananas Citrus Prunus Theobroma 1 MAPK14
Ananas Citrus Diospyros Rubus 1 PTGS2
Ananas Citrus Punica 1 AKT1
Citrus Diospyros Persea 1 CASPS8
Citrus Punica 1 NFKB1
Prunus Punica 2 RELA
PRKCA
Annona Citrus 1 CDKN1A
Annona Persea 1 BAD
Citrus Prunus 1 MMP9
Persea Prunus 1 CCND1

QUADRO 2 - Genes desregulados em células tumorais, avaliados em estudos com diferentes

géneros de plantas frutiferas.

Tendo como base os resultados obtidos na analise de genes influenciados por
tratamentos com géneros disponiveis apds a filtragem, selecionamos para analise
pelo método de RT-qPCR, apds o periodo de tratamento de 72h, os genes MAPK1 e
PARP1 por serem afetados por mais géneros em comum e por estarem envolvidos

em processos de proliferacdo e mecanismos de reparo celular.
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6.6.2 EFEITOS DOS POLISSACARIDEOS DE FRUTOS DE ACAI (Euterpe oleracea)
SOBRE A EXPRESSAO GENICA

A Figura 24 demonstra os efeitos do tratamento com FA sobre a expressao
relativa de MAPK1 (A) e PARP1 (B).

FIGURA 24 — Expresséao Relativa de MAPK1 e PARP1 apds o tratamento com FA.
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L: A linhagem celular B16F 10 foi tratada com FA nas concentracdes 5 e 10 ug/ml e avaliadas quanto
a expressao relativa de MAPK1 (A) e PARP1 (B). O periodo de exposigao aos tratamentos foi de 72h.
Apds o tratamento as células foram coletadas e o RNA extraido para a avaliagcdo da expressao relativa.
Os resultados obtidos foram normalizados e submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. A
média dos tratamentos foi comparada pelo teste de One-Way ANOVA, pés-teste de Tukey, p<0,0001.

Os dados expressam a expressao diferencial em relagaéo ao controle.

O ensaio de avaliacdo dos efeitos de FA sobre a expressdao génica
demonstrou que esta frac&o foi eficiente em reduzir a expressédo de MAPK1 (A) no
grupo tratado com a menor concentragao (5 ug/ml) em comparagao ao grupo controle
(42% de reducgao). Os resultados ndo demonstraram diferenca significativa entre os
grupos tratados 5 e 10 pg/ml na redugcéo de MAPK1. De maneira semelhante, o grupo
tratado com maior concentragéo (5 ug/ml) da fracdo de polissacarideos apresentou
reducdo significativa na expresséao relativa de PARP1 (B) em comparagdo com o
grupo controle (11,95 % de reducgao), tendo também havido diferenga significativa
entre os grupos tratados 5 e 10 pyg/ml, no qual o grupo tratado com a menor

concentragdo apresentou menor expressao de PARP1(16,45% menor) uma vez que
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os resultados apresentados pelo grupo tratado com 10 pg/ml apresentou resultados

semelhantes aos obtidos pelo grupo controle.

6.6.3 EFEITOS DOS POLISSACARIDEOS DE FRUTOS DE MARACUJA (Passiflora
edulis) SOBRE A EXPRESSAO GENICA

Os resultados obtidos no ensaio de expresséo génica dos grupos tratados FM

estdo expressos na Figura 25 (A e B)

FIGURA 25 — Expresséao Relativa de MAPK1 e PARP1, ap6s o tratamento com FM
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L: A linhagem celular B16F10 foi tratada com FM nas concentragdes 10 e 100 ug/ml avaliada quanto a
expressao relativa de MAPK1 (A) e PARP1 (B). O periodo de exposi¢do aos tratamentos foi de 72h.
Apos o tratamento as células foram coletadas e o RNA extraido para a avaliagdo da expressao relativa.
Os resultados obtidos foram normalizados e submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. A
média dos tratamentos foi comparada pelo teste de One-Way ANOVA, pés-teste de Tukey, p<0,0001.

Os dados expressam a expressao diferencial em relagéo ao controle.

A avaliagdo da expressao génica dos grupos tratados com FM demonstrou
que, semelhantemente ao observado nos grupos tratados com FA, o grupo tratado
com a menor concentragao (10 pg/ml) apresentou uma menor expressao de MAPK1
(A) em comparagao ao grupo controle (34,2% de redugado). Os resultados nao
demonstraram diferenga significativa entre os grupos tratados 10 e 100 pg/ml na
reducdo de MAPK1. O tratamento com as diferentes concentracbées FM n&o exerceu

efeitos significativos sobre a expresséo relativa de PARP1 (B).

=3 Maracuja (100ug/ml)
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7. DISCUSSAO

Por ser a segunda principal causa de morte entre humanos no Brasil e no
mundo, sendo responsavel por milhdes de mortes todos os anos, o cancer €&
considerado um importante problema de saude publica (OPAS, 2018).

Devido ao crescimento exponencial dos casos de cancer no mundo, o impacto
econdmico da doenga tem se tornado igualmente expressivo, tendo sido estimado um
aumento de cerca de 158% nos valores gastos no tratamento da doenga para o ano
de 2030 em relagéo ao ano de 2010 (American Cancer Society, 2015). Dentre os
tratamentos disponiveis atualmente, a quimioterapia € a opcédo mais frequentemente
adotada em virtude de sua atuacao sistémica e do desenvolvimento precoce de micro
metastases em alguns pacientes (LEMKE, 2012). Apesar de sua utilizagao frequente,
sabe-se que, devido sua agao inespecifica, diversas células além das células tumorais
sao afetadas pela acdo dos quimioterapicos, resultando em diversos efeitos colaterais
que afetam a qualidade de vida dos pacientes de forma significativa (KWON, 2007;
OLIVEIRA, 2002; BUSHATSKY et al., 2017; CUNHA et al., 2017).

Além de apresentar impacto expressivo sobre a saude geral, alguns pacientes
podem apresentar resisténcia as substancias utilizadas como quimioterapicos,
podendo esta resisténcia ocorrer de maneira espontdnea ou em decorréncia do
proprio processo de tratamento (NASCIMENTO, 2016). Estes fatores associados tém
levantado cada vez mais a necessidade da busca por outras moléculas que possam
atuar como terapia ou como adjuvante no tratamento de tumores, que sejam de facil
obtencao e de menor custo (ZHANG et al., 2011; VIEIRA et al., 2017).

Devido a alta diversidade de compostos bioativos provenientes de uma
variedade de plantas presente no Brasil, dentre os quais estdo uma variada gama de
polissacarideos, a industria farmacéutica tem demonstrado crescente interesse no
potencial biolégico destes compostos no tratamento de muitas de doencgas
(ALESSANDRA-PERINI, 2018; OOI, 2000). As pectinas, conjunto de polissacarideos
presentes na lamela média e nas paredes celulares vegetais, ja possuem sua
atividade antitumoral conhecida, sendo seus polimeros, ricos em acido galacturdnico,
galactose e arabinose, também ja reconhecidos por atuarem na inibicado de

importantes parametros tumorais como proliferagao, migragdo e colonizagao, sendo
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estes ultimos responsaveis pela formacao de metastases, a maior causa de morte por
cancer (OOI, 2000; MARENDA, 2015; COURTS, 2013; MORRIS et al., 2013)

Apesar de diversos estudos ja comprovarem os efeitos antitumorais de
polissacarideos extraidos de frutas, ricas fontes destes compostos, poucos estudos
focam nos efeitos antitumorais de polissacarideos extraidos de Acai e Maracuja,
sendo a maior parte das pesquisas focadas nas ja conhecidas atividades anti-
inflamatdrias, antioxidantes e imunomodulatérias dos extratos das plantas
(HOLDERNESS et al., 2011; SILVA et al., 2012).

No presente estudo, para avaliarmos os efeitos de uma fragdo de
polissacarideos extraidos de Acai (FA) e de uma fracdo extraida de Maracuja (FM)
sobre importantes parametros de progressao tumoral como viabilidade, proliferagao,
migracao e colonizacao celular, além dos possiveis efeitos citotdxicos causados pelas
fragdes, fizemos uso da linhagem celular B16F10, sendo este considerado um
importante modelo para a avaliagdo dos efeitos de novas drogas para o tratamento de
melanoma em virtude da ndo manifestacdo das duas principais mutagdes de ganho
de fungcdo mais comuns no melanoma — BRAF e NRAS - pela linhagem (CASTLE et
al., 2012). FA foi caracterizada como rica em homogalacturonana, arabinogalactana Il
e ramnogalacturonana | (CANTU-JUNGLES et al., 2016), enquanto a caracterizagao
de FM revelou ser composta por homogalacturonana metil-esterificada (ABBOUD et
al., 2019).

Em nosso estudo piloto, demonstramos os efeitos de FA e FM sobre a
viabilidade das células da linhagem tumoral B16F10, e observamos que FA foi capaz
de reduzir a viabilidade da linhagem tumoral em todas as concentragdes avaliadas
(Figura 9 A e 11 A). Ja FM afetou viabilidade da linhagem B16F10 somente em 3 das
concentragdes estudadas (Figura 9 B e 11 B). Além disto, apesar de termos observado
que algumas das concentragdes avaliadas nos ensaios de viabilidade causaram uma
reducao da viabilidade da linhagem nao tumoral, as concentragdes escolhidas para
dar prosseguimento aos demais ensaios nao reduziram a viabilidade das células
normais, efeito este considerado desejavel no desenvolvimento de novos tratamentos
que visam menores efeitos colaterais (Figuras 10 Ae B, e 11 Ae B).

Diversos estudos comprovam os efeitos positivos sobre reducdo da
viabilidade de células tumorais exercidos por polissacarideos. Avaliando os efeitos de

diferentes concentracdes de uma fragao de polissacarideos extraida de frutas citricas
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enlatadas rica em arabinose e galactose sobre a viabilidade da linhagem celular MCF-
7, Li et al. (2019) observaram resultados semelhantes aos obtidos neste estudo, onde
o tratamento com a fragéo de polissacarideos resultou em redug¢ao da viabilidade das
células tumorais de forma dose dependente, onde a maior concentragdo utilizada no
estudo (2000 pg/ml) exerceu maior influéncia sobre este parametro.

Amaral et al. (2019) avaliando os impactos do tratamento com duas fragdes
de polissacarideos extraidas da polpa de guabiroba (Camponesia xanthocarpa) ricas
em homogalacturonana e ramnogalacturonana | sobre a viabilidade da linhagem
U251-MG (glioblastoma humano), observaram que o tratamento com as
concentragdes mais altas em estudo (100-400 pg/ml) resultou em maior atividade
citotoxica e menor viabilidade celular. Apesar disto, em nosso estudo ndo observamos
o mesmo efeito no tratamento com 100 pg/ml de polissacarideos obtidos de maracuja.
Além disto, os mesmos autores observaram que o tratamento com as menores
concentragbes em estudo (25 e 50 pg/ml) obtiveram resultados semelhantes aos
observados no tratamento com as maiores concentragdes. As menores concentragdes
utilizadas por estes autores se assemelham as concentragdes utilizadas em nosso
estudo, pois, apesar da concentragcao de 10 ug/ml da fragdo proveniente de agai ser
considerada maior em relagao a concentragao mais baixa utilizada de 5 ug/ml, ambas
as concentracbes podem ser consideradas baixas em comparacao ao utilizado em
outros estudos com a mesma finalidade. Levando em consideracdo aspectos
farmacoldgicos, a presencga de citotoxicidade e a redugéo de viabilidade em baixas
concentragdes € algo extremamente desejado (COBS-ROSAS et al., 2015).

Sabe-se que o cancer € uma doenca caracterizada pelo crescimento, ou seja,
pela proliferacao celular acelerada e desordenada de um determinado grupo de
células (INCA, 2019). Por conta disto, foi realizado neste estudo o ensaio de
proliferagdo celular pela metodologia de CV visando verificar os efeitos moduladores
das fragdes polissacaridicas em estudo sobre este parametro celular na linhagem
tumoral B16F10. Aqui avaliamos o efeito das fragdes polissacaridicas em trés tempos
de exposicao ao tratamento: 24h, 48h e 72h. Verificamos que tratamento com FA foi
eficiente em reduzir a proliferagcéo celular nos tempos 48 e 72h independentemente
da concentragao utilizada, mas que no tempo 24h, apenas a menor concentragao foi
significativamente eficiente (Figura 13). Os mesmos resultados nao foram observados

nos grupos tratados com FM, onde apenas a maior concentrag&o (100 ug/ml) foi capaz
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de reduzir a taxa de proliferacdo, sendo este efeito observado apenas em 48h de
exposicao (Figura 14).

Assim como para a viabilidade celular, a literatura ja descreve os efeitos
positivos dos polissacarideos sobre a reducdo da proliferagdo em células tumorais.
Ao avaliarem in vitro os efeitos do uso de concentragdes crescentes (10 e 100 pg/ml)
de fragdes ricas em polissacarideos provenientes de cogumelos Rametes versicolor
e Grifola frondosa sobre a linhagem celulares de cancer de célon humano LoVo, Roca-
Lema et al. (2019) verificaram que o tratamento com a menor dosagem do extrato rico
em polissacarideos de T. versicolor resultou numa inibigao significativa da proliferagao
celular as 48h de exposigdo ao tratamento. J&4 nos grupos tratados o extrato
proveniente de G. frondosa, os autores observaram resultados positivos também
durante 48h de exposi¢ao, onde ambos os tratamentos resultaram em redugéo da
proliferacdo da linhagem celular, contudo uma maior reducao desta atividade foi
observada no grupo tratado com a dosagem de 100 pg/ml. Outro estudo desenvolvido
por Wei et al. (2019) avaliando os efeitos de polissacarideos extraidos de goma de
péssego rica em arabinogalactana, verificou que o tratamento com as fragdes
contendo estes compostos foram capazes de inibir significativamente a proliferagcéo
da linhagem celular de cancer de figado humano HepG2 e da linhagem de tumor
mamario MCF-7.

Além da capacidade proliferativa, outros fatores favorecem fortemente o
processo de progressao tumoral, como a capacidade destas células migrarem
deixando o tumor primario e colonizarem outros tecidos, processo este denominado
metastase. Estatisticas demonstram que nove em cada dez mortes em decorréncia
do desenvolvimento de tumores, sao resultado da formacao de metastase (LAMBERT,
PATTABIRAMAN & WEINGERG, 2016). Atualmente a Dacarbazina é o principal
quimioterapico utilizado no tratamento de melanomas metastaticos (DOMINGUES et
al., 2019), contudo, sua acao oferece aos pacientes apenas uma taxa de sobrevida
média de 6 a 9 meses, além de uma ja conhecida gama de efeitos colaterais deletérios
a saude geral dos pacientes (OLIVEIRA, 2002; BUSHATSKY et al., 2017; CUNHA et
al.,, 2017). Outros fatores como o desenvolvimento de resisténcia ao tratamento
quimioterapico (NASCIMENTO, 2016) também influenciam diretamente a eficiéncia
do tratamento e, portanto, exercem influéncia sobre a taxa de sobrevida dos

pacientes. Este fato corrobora a necessidade da busca por novos agentes capazes
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de agir sobre estes parametros envolvidos no processo de formacédo de metastases,
e os polissacarideos tém se tornado fortes candidatos. Ao avaliarem os efeitos de
polissacarideos extraidos dos frutos de Mangifera indica (mangueira) sobre a
migracgéo celular das linhagens celulares humanas A549 (adrenocarcinoma alveolar
basal), A375 (melanoma), HCT116 (carcinoma colorretal), e MCF-7 (carcinoma
mamario), Varghese et al. (2019) verificaram que o tratamento com diferentes fracoes
de polissacarideos de mangueira foi capaz de inibir significativamente a taxa de
migracdo dessas células. O mesmo resultado foi observado pelos autores ao
avaliarem os efeitos das mesmas fragdes sobre a linhagem celular de melanoma
murino B16F10. Estudos realizados avaliando a utilizacdo de pectinas ricas em
ramnogalacturonana demonstraram que este tratamento foi capaz de diminuir a taxa
de migracao celular em fibroblastos (FAN et al., 2018).

Apesar destes promissores resultados demonstrados em outros estudos,
neste trabalho ndo observamos alteragdes significativas na taxa de migragao celular
da linhagem B16F 10 apds o tratamento com as fragdes de polissacarideos em estudo,
tendo os resultados sido semelhantes aos apresentados pelo grupo controle (Figuras
17 e 18). Apesar disto, a influéncia dos polissacarideos estudados sobre a taxa de
migracao nao pode ser descartada, pois, neste estudo, a avaliacdo da taxa de
migracgéo foi feita com base na comparagédo apenas entre as horas 0 e 24 apds a
realizag&o do scratch, ndo fornecendo bases sobre se houve ou n&o algum atraso do
processo de migragao durante as horas iniciais ap6s a abertura da “ferida”. Além disto,
outras técnicas podem ser empregadas para a avaliagdo da capacidade migratoria,
cujos resultados poderiam demonstrar uma outra perspectiva, contudo, estes ensaios
nao foram abordados em nosso estudo.

Como citado anteriormente, o processo de formacédo de metastase envolve,
além da capacidade de migracao, a capacidade de, a partir da proliferagdo de uma
unica célula, ocorrer a formagao de uma colénia em um outro tecido que nao o local
de origem do tumor primario. A realizacao de estudos visando observar os efeitos dos
polissacarideos sobre a capacidade clonogénica de células tumorais tem
demonstrado resultados promissores. Varghese et al. (2019) observaram que
polissacarideos extraidos de mangueira sdo capazes de reduzir a formacao de
colonias em diferentes tipos de tumores, dentre eles o melanoma murino da linhagem

B16F10. Para avaliarem os efeitos de uma fragao de polissacarideos pécticos obtidos
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de Capsicum annuum rica em homogalaturonana metil-esterificada, sobre a
capacidade de colonizacao celular, Adami e al. (2018) utilizaram células de linhagens
de tumores mamarios (MCF-7, MDA-MB-231 e MDA-MB-436), e observaram que o
tratamento reduziu, de forma dose dependente, a formagéao de colénias dos grupos
tratados, tendo os grupos tratados com 100 pg/ml apresentado a maior reducao. Estes
resultados corroboram os obtidos em nosso estudo, em que observamos que FA e
FM, reduziram de forma significativa a formagao de colénias quando utilizadas em sua
maior concentragao (10 pg/ml para FA e 100 ug/ml para FM), reforcando seu efeito
dose dependente (Figuras 20 e 21). Além disto, os resultados obtidos no ensaio
clonogénico realizado, também ajudam a corroborar os resultados obtidos em nosso
ensaio de proliferacdo, uma vez que o processo de colonizacdo é intimamente
dependente da capacidade de proliferagao apresentados pelas células que foram
capazes de invadir um determinado tecido.

Com o objetivo de avaliar a nivel molecular genes relacionados com a
proliferacdo celular, processo que foi diminuido apdés o tratamento com os
polissacarideos, foram extraidos dados do banco de dados NPCARE. Este banco de
dados, armazena informacbes a respeito de genes que tiveram seus niveis de
expressao alterados em diversos tipos de tumores apés tratamento com compostos
naturais. Inicialmente, filtrou-se os compostos que foram extraidos de espécies
frutiferas, resultando na sele¢cado de nove géneros (Figura 22). A partir destes dados,
foram comparados os genes que apareceram desregulados em tumores que foram
avaliados em estudos com tratamentos naturais, e compartilhados entre os géneros
por meio da realizagdo de um diagrama do tipo Up Set Plot (Figura 23). Apds a
interseccao destes dados, foram selecionados os genes MAPK1 e PARP1, por
estarem compartilhados em seis e cinco grupos, respectivamente. Destaca-se aqui,
que CASP3 e BCL2 nao foram selecionados para esta analise pois observa-se na
literatura uma maior relagéo bioldgica destes genes com o processo de apoptose, que
nao foi avaliado neste trabalho (JIANG et al., 2020).

A analise de expressdao génica dos genes MAPK1 demonstrou que o
tratamento com a menor concentragéo de FA (Figura 24 A) e de FM (Figura 25 A)
reduziram a expressado deste gene em comparagao ao grupo controle. A literatura
demonstra a importancia de MAPK1 sobre o funcionamento da cascata de sinalizagao

mediada pela proteina MAPK1 por ele sintetizada, onde uma maior expressao deste
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gene resulta em maior taxa de proliferativa celular, processo que favorece o
estabelecimento tumoral (MCG, 2019; Sl et al., 2017; BASHANFER et al., 2018;
HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Avaliando os efeitos das mesmas fragbes sobre a expressdo de PARP1,
observamos efeitos distintos entre as concentragdes e entre as fragdes estudadas. O
tratamento com a menor concentracdo de FA resultou em redugao da expressao do
gene em comparagao ao grupo controle (Figura 24 B). Atualmente os inibidores de
PARP vem sendo uma importante opg¢ao no tratamento de uma variedade de tumores
(ASHWORTH & LORD, 2017), uma vez que a diminuigao da expressao desta proteina
em virtude da diminui¢do da expressao do gene PARP diminui o processo de reparo
e, portanto, resulta em morte celular. Além disto, pacientes com tumores com altos
niveis de expressdao de PARP tém demonstrado melhora significativa em seu tempo
geral de sobrevida e de progressao da doencga apds serem submetidos a tratamento
com inibidores de PARP (BAO et al., 2015). Sendo assim, este resultado demonstra
uma aplicagdo terapéutica desta fragcdo em baixas concentragdes como inibidor
natural de PARP. Apesar deste resultado, para que este efeito seja confirmado séo
necessarios mais estudos avaliando os efeitos desta fragao sobre a via de sinalizacao
envolvendo este gene.

N&o se observou relagéo biolodgica entre o tratamento com FM e a expressao
de PARP1 (Figura 25 B).

Os achados deste trabalho abrem novas perspectivas sobre o tratamento de
tumores com polissacarideos obtidos de plantas de grande importancia comercial no
Brasil, levando em consideragdo a busca nao somente por moléculas com
propriedades aplicaveis na industria farmacéutica, mas o bem-estar dos pacientes e

o aproveitamento de residuos agroindustriais.
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CONSIDERAGOES FINAIS

As fragbes de polissacarideos obtidas de Acai e Maracuja apresentaram
resultados promissores sobre o modelo utilizado neste estudo. Estas fragdes
apresentaram resultados positivos em quase todos os paradmetros avaliados
(viabilidade, proliferacao, formagao de colénias e expressdo génica de MAPK1 e
PARP1).

Apesar de nao terem exercido efeitos sobre a migragéo celular no ensaio
desenvolvido neste estudo nos tempos de avaliagdo utilizados, mais periodos de
avaliacdo precisariam ser analisados para o melhor monitoramento do tempo de
fechamento da “ferida”.

Em nosso estudo, verificamos que as fragdes de polissacarideos apresentaram
efeito dose dependente na maioria dos parametros avaliados, tendo a concentracao
mais baixa FA apresentado os resultados mais promissores, o que é desejavel do
ponto de vista farmacolégico, enquanto FM obteve resultados mais promissores em
sua concentracao mais alta.

Os resultados positivos observados por este trabalho demonstram a potencial
aplicabilidade destes compostos no tratamento de tumores. Desta forma, a realizacéo
de novos estudos visando elucidar os mecanismos envolvidos na influéncia destas
fragcdes sobre células tumorais, tanto in vitro quanto in vivo, podem trazer novas
perspectivas sobre sua potencial aplicacdo como tratamento ou como terapia

adjuvante para pacientes portadores de tumor.
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