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RESUMO

O melanoma é um tipo de cancer de pele extremamente metastatico que tem
origem nos melandcitos, células ndo-tumorais presentes na epiderme. Os pacientes
diagnosticados com melanoma metastatico apresentam baixa taxa de sobrevida
(entre 6 e 12 meses), visto que as terapias atuais apresentam inumeros efeitos
adversos, além de ndo melhorarem significativamente a qualidade de vida. Para
aprimorar o tratamento dos pacientes, polissacarideos extraidos de diferentes fontes,
como plantas e fungos, tém sido estudados e apresentam potencial acdo antitumoral
sobre diversos tipos de cancer. Dentre eles, destaca-se o maracuja (Passiflora edulis)
como potencial fonte de polissacarideos, além de apresentar alta biodisponibilidade
no Brasil. A polpa do maracuja € utilizada pela industria, mas sua casca é considerada
residuo industrial, sendo descartada. Estudos recentes demonstraram potencial
antitumoral da homogalacturonana extraida da casca do maracuja em diversos tipos
de cancer e um potencial ainda maior quando desesterificada quimicamente. Apos
nosso grupo de pesquisa ter avaliado a acdo da homogalacturonana nativa no
melanoma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimelanoma
in vitro da homogalacturonana na sua forma desesterificada (HGD). Células de
melanoma murino (B16-F10) e fibroblastos ndo tumorais (Balb/3T3) foram expostos a
diferentes concentragbes da HGD (1, 10, 100 e 1000 pg/mL) por 72 horas, sendo
avaliados viabilidade e proliferacdo celular nas duas linhagens celulares, e outros dois
parametros de malignidade tumoral: capacidade clonogénica e ciclo celular. Apés o
tempo de tratamento, células de melanoma tratadas com a pectina HGD, nas
concentracbes de 100 e 1000 pg/mL, proliferaram menos do que as células nao
tratadas. Efeito ndo observado na linhagem de células ndo tumorais. Além disso,
células de melanoma tratadas com HGD (1000 pg/mL) formaram colénias menores
do que o grupo controle, no entanto nenhuma diferenca foi observada no ciclo celular
da B16-F10. Portanto, os resultados observados apresentam interessantes efeitos da
HGD contra as células de melanoma para serem posteriormente compreendidos e
explorados como um potencial polissacarideo antitumoral.

Palavras-chave: Cancer. Antimelanoma. Pectina. Homogalacturonana. Maracuja.



ABSTRACT

Melanoma is a type of skin cancer extremely metastatic originating from
melanocytes, non-tumor cells of the epidermis. Patients diagnosed with metastatic
melanoma have a low survival rate (between 6 and 12 months) and the available
therapies have many adverse effects and do not provide a significant improvement in
quality of life. To improve patient care and ensure a higher survival rate,
polysaccharides extracted from different sources, such as plants and fungi, have been
studied and have been shown to present a potential antitumor action on different types
of cancer. Among them, the passion fruit (Passiflora edulis) is a rich source of
polysaccharides in addition to having high bioavailability in Brazil. Passion fruit pulp is
used by the industry, but its peel is considered industrial waste, being discarded.
Recent studies have been shown the antitumor potential of homogalacturonan
extracted from passion fruit peel and a biggest potential when it is chemically de-
esterified. After our research group evaluated the action of native homogalacturonan
in melanoma, the purpose of this project was to evaluate the in vitro antimelanoma
activities of a homogalacturonan extracted from passion fruit peel (Passiflora edulis)
using its de-esterified form (HGD). Murine melanoma cells (B16-F10) and non-tumor
fibroblasts (Balb/3T3) were exposed to different concentrations of HGD (1, 10, 100 and
1000 pg/mL) for 72 hours. Cell viability and proliferation were analyzed in both cell
lines. Tumor malignancy related parameters were analyzed using B16-F10 cells:
colony formation and cell cycle. After treatment exposure, melanoma cells treated with
HGD, at concentrations of 100 and 1000 pg/mL, proliferated less than untreated cells.
This effect was not observed in the non-tumor cell line. Besides that, melanoma cells
treated with HGD (1000 pg/mL) formed smaller colonies than the control group,
however no differences were observed in B16-F10 cell cycle. Therefore, the observed
results show an interesting effect of HGD against melanoma cells to be further

comprehend and explored as a potential antitumor polysaccharide.

Keywords: Cancer; Antimelanoma; Pectin; Homogalacturonan; Passion fruit.
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1 INTRODUCAO

O termo cancer € cunhado de forma a englobar mais de 200 doencas diferentes
que compreendem o crescimento exacerbado e acelerado de células mutadas. Essas
podem invadir érgdos e tecidos distantes, ocasionando as chamadas metastases
(INCA, 2020; LAMBERT; PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2017).

Dentre os diversos tipos de cancer, o melanoma € um tipo de cancer de pele
decorrente do acumulo de mutagdes nos melandcitos — células nao-tumorais da
epiderme responsaveis pela producdo de melanina, pigmento que da sua coloracgéao.
Apesar de esse tipo de cancer representar apenas 1% de todos os canceres de pele,
€ responséavel por cerca de 90% de todas as mortes pelo mesmo tipo de cancer,
devido a sua alta capacidade metastatica (EDDY; CHEN, 2020).

A taxa de sobrevida de pacientes diagnosticados com melanoma depende do
nivel de estadiamento do tumor, sendo muito maior na auséncia de tumores
secundarios. Com relacdo ao seu tratamento, uma das primeiras intervencdes é a
cirurgia de excisao local ampla do tumor primario (EDDY; CHEN, 2020). Além disso,
podem ser realizadas radioterapia, quimioterapia, imunoterapia e terapia direcionada,
utilizando-se diversos medicamentos aprovados por agéncias reguladoras nacionais
e internacionais (NIH, 2021). No entanto, apesar de novos medicamentos terem sido
aprovados desde 2011 para o tratamento do melanoma — como o Ipilimumab e o
Vemurafenib — os pacientes continuam apresentando baixa taxa de sobrevida e
diversos efeitos adversos devido a alta toxicidade desses farmacos (RALLI et al.,
2020).

Assim, surge a necessidade da investigacdo de novas moléculas que sejam
promissoras no tratamento antimelanoma. Nas Ultimas décadas, polissacarideos
extraidos de fontes naturais, como fungos, algas e plantas, tém mostrado acao
antitumoral, sendo pouco ou nédo citotoxicos e modulando vias associadas a
malignidade tumoral, como a via BRAF (resultado da mutacdo no gene BRAF,
promovendo maior crescimento celular e a inibicAo de morte celular), via NRAS
(resultado da mutacdo no gene RAS, promovendo crescimento celular, proliferacéo e
disfuncgéo do ciclo celular) e a via KIT (resultado da mutag&o no gene KIT, promovendo
crescimento celular, proliferagédo e migracéo celular) (BELLAN et al., 2020a, 2020b;
BISCAIA et al., 2017; DAVIS et al., 2018; SOHRETOGLU; HUANG, 2018; SONG et



al., 2011; WASSER, 2011). Dentre os polissacarideos investigados, destaca-se neste
trabalho as pectinas — um dos polissacarideos presentes na parede celular vegetal.
Frutos sdo fontes abundantes de pectinas e, apesar deste grupo de polissacarideos
ser muito diverso, todas as pectinas possuem em comum em sua estrutura acido
galacturdnico na sua cadeia principal. Homogalacturonanas, um tipo de pectina, séo
homopolissacarideos compostos por unidades de acido galacturénico unidas por
ligacdes do tipo a-(1—4). Tais unidades podem estar metil-esterificadas, em maior ou
menor proporc¢ao, dependendo da fonte de onde séo extraidas. (ZHANG; XU; ZHANG,
2015). As pectinas séo classificadas de acordo com o seu grau de metil-esterificacédo
(DE), que pode ser de alto grau (HM) quando apresenta mais de 50% de ramificacoes
metil-éster em sua estrutura quimica, e de baixo grau (LM) quando apresenta menos
de 50% desse tipo de ramificacdo (BRANDAO; ANDRADE, 1999).

As caracteristicas estruturais das pectinas, especialmente das
homogalacturonanas, permitem que, em condicfes adequadas, elas formem géis ou
solucdes com diferentes viscosidades. A formacédo do gel depende principalmente de
trés fatores: concentracdo de pectina (e seu DE) e de acucar, a presenca de agentes
ligantes, a temperatura e o pH da solugéo. Quando a solugéo apresenta pectinas HM,
uma alta concentracdo de aclucar e um pH < 3,5, ha formacdo de ligacbes de
hidrogénio e acao de for¢as hidrofébicas que ocasionam em um gel estavel. Ja quando
a solucdo apresenta pectinas LM, ions Ca*? e um pH de 8,5, aproximadamente, os
grupos carboxila livres estdo em maior concentracdo e sua interagdo com os ions
calcio favorece a formacdo de géis mais compactos (GAWKOWSKA; CYBULSKA;
ZDUNEK, 2018). A propriedade de formacao de géis tem grande valor na industria
de alimentos, onde elas séo utilizadas como estabilizantes de sucos naturais e
agentes gelificantes na producéo de geleias e gelatinas (NAQASH et al., 2017). Além
do seu valor econébmico, as pectinas vém sendo intensamente estudadas com relacéo
as suas atividades bioldgicas, destacando-se aqui seu potencial antitumoral em
diferentes tipos de cancer, como cancer de coélon, leucemia e melanoma (HAYASH],
GILLEN; LOTT, 2000; SILVA et al., 2012; TAMIELLO et al., 2018). Além disso, alguns
estudos buscam entender melhor a relagdo estrutura quimica da pectina com suas

propriedades antitumorais.

Pectinas com baixo grau de metil-esterificacdo, em geral, mostraram-se mais

promissoras como antitumorais do que aquelas cujo grau de metil-esterificacdo é



maior (JJANG; ELIAZ; SLIVA, 2013). O uso de pectina citrica modificada (MCP) — uma
pectina LM — no estudo de diversos tipos de cancer, como cancer de préstata, de
pulmao, de figado e de célon foi capaz de modular diversos parametros de progressao
tumoral como morte e proliferagéo celular (HAO et al., 2013; LECRERE et al., 2015;
PRADO et al.,, 2019). A MCP foi comparada inclusive com a pectina citrica nao
modificada (PC) no cancer de prostata. A PC ndo apresentou efeitos, enquanto que a
MCP foi antitumoral (HAO et al., 2013).

Apesar de estudos mostrarem o potencial bioativo de pectinas, grande
guantidade deste polissacarideo € desperdicada pela indastria a partir do nado
aproveitamento dos bagacos e cascas de frutas. O Brasil vem se destacando ao
decorrer dos ultimos anos na producédo de frutas citricas, por exemplo. S6 em 2015
foram produzidas quase 19 milhdes de toneladas, sendo que, aproximadamente, dois
milhdes de toneladas de cascas sdo desperdicadas anualmente (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION, 2017; GROHMANN et al., 1999; NAIR S et al.,
2018; SINGH et al., 2020). Um exemplo de fruto que contém alto teor de pectinas em
sua casca € o maracuja amarelo, fruta muito presente em areas tropicais, sendo nativa
do Brasil (COELHO et al., 2018). Devido a origem natural desse polissacarideo, bem
como sua alta biodisponibilidade ela foi selecionada como objeto deste trabalho. A
sua forma nativa possui alto grau de metil-esterificacao e ja foi estudada quando a sua
propriedade antimelanoma (LUZ, 2021). Com o intuito de verificar se o grau de metil-
esterificacdo € importante para a atividade desta pectina, neste trabalho ela foi

utilizada na forma desesterificada quimicamente.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER

A partir de uma Unica célula, o organismo humano se desenvolve e, na fase
adulta, é constituido por mais de 34 trilhdes de células (NATIONAL GEOGRAPHIC,
2013). Para atingir esse numero, as células realizam um importante processo
denominado de mitose. No entanto, alguns pontos cruciais desse processo podem
falhar e, se ndo forem corrigidos pelo sistema de reparo presente, resultam em
mutacOes (ALBERTS et al., 2011, 32 edicdo, p. 211-217). Além dessa falha, existem
alguns outros fatores de risco que podem levar ao acumulo de mutagdes, tais como:
tabagismo, alcoolismo, exposi¢céo a radiacdo ultravioleta, ma alimentacéo e a falta de
exercicios fisicos. Essas mutacdes podem ter consequéncias severas para O
organismo, favorecendo o desenvolvimento de diversas doencas como 0 cancer
(LEWANDOWSKA et al., 2019).

Cancer refere-se a um conjunto de mais de 200 doencas que tém como
caracteristica em comum o crescimento acelerado e exacerbado de células. Assim,
essas células podem formar tumores malignos e invadir 6rgaos e tecidos distantes,
ocasionando as chamadas metastases (causa principal de morte por cancer) (INCA,
2020a; LAMBERT; PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2017; WHO, 2021). Pode-se
classificar o cancer de acordo com o seu tecido de origem, localizagéo, tipo celular e
extensdo em um organismo facilitando, assim, sua denominacéo e o direcionamento
para o tratamento mais adequado (WANG; LEI; HAN, 2018).

Existem diversos sistemas para classificar a extensédo anatébmica de um cancer,
dentre eles 0 mais utilizado é o sistema TNM, sendo T a extensdo do tumor primario,
N a auséncia ou presenca e a extensdo de metastase no sistema linfatico (linfonodos
regionais) e M a auséncia ou presenca de metastases distantes. Essas letras podem
ser acompanhadas por numeros, como T0, T1, T2 para auxiliar na classificacdo da
neoplasia (FOSP, 2021). Além disso, dependendo da sua origem, o cancer pode
receber uma nominacdo singular. Por exemplo, aqueles originados em células do
tecido epitelial — como mucosa ou pele — sdo denominados carcinomas, enquanto 0s
originados em tecidos conjuntivos — como cartilagem, 0sso ou musculo — séo

denominados de sarcomas (INCA, 2020).



Apesar dos diferentes tipos de classificacfes e, portanto, diferentes tipos de
tumores malignos, existem algumas caracteristicas comuns a eles e que séo
essenciais para a sua progressao, as chamadas: Hallmarks of Cancer (FIGURA 1).
Hanahan e Weinberg (2000) descreveram seis principais capacidades selecionadas
em células tumorais ao longo da progressao do tumor: manutencédo da sinalizacao
proliferativa; evasao de vias de sinalizacao supressoras de crescimento; resisténcia a
morte celular; inducdo de angiogénese; imortalidade replicativa; e ativagao de invasao
celular e metastase. Posteriormente, outras caracteristicas foram adicionadas as
Hallmarks, sendo elas: evasao do sistema imune, promocao de inflamacéo pelo tumor,
mutacfes e instabilidades gendémicas e reprogramacdo energética celular. Todos
esses processos sao fundamentais para que o tumor possa se desenvolver no seu
local primario, desprender-se do local de origem, atingir a corrente sanguinea e/ou 0s
vasos linfaticos, e ocasionar metastases em tecidos adjacentes e 6rgaos distantes
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

FIGURA 1 - REPRESENTACAO DAS HALLMARKS OF CANCER, CRUCIAIS PARA A
VIABILIDADE E PROGRESSAO TUMORAL

Manutengao da Evasédo de supressores
sinalizagao proliferativa de crescimento

Reprogramagao Evasédo do sistema
energética das células imune
Resisténcia a morte Imortalidade
celular replicativa

Instabilidade genémica
e mutagénese

Promogéao de
inflamagéo

Indugao de Ativagao de invasao e
angiogénese metastase

FONTE: Adaptado de Hanahan e Weinberg (2011).



Atualmente, o cancer € um problema de saude publica mundial, visto sua
grande incidéncia populacional, além da sua alta taxa de mortalidade que, apenas em
2020, alcancou aproximadamente 9.9 milhdes de mortes mundiais (SUNG et al.,
2021). No Brasil, os tipos de cancer mais comuns nesse mesmo ano foram: cancer de
mama, de pulmao e de coélon, sendo pulméao e célon as maiores causas de morte por
cancer em 2020. A incidéncia e o tipo de cancer entre homens e mulheres também
pode variar, sendo as mulheres brasileiras mais acometidas pela doenga em 2020 e
com menor taxa de mortalidade quando comparadas com a dos homens. Os ébitos
de mulheres se relacionam de forma descendente ao cancer de mama, traqueia,
brénquios e pulmdes, colon e reto. Nos homens se relacionam ao cancer de traqueia,
brénquios e pulmdes, prostata, célon e reto (INCAa, 2021). Estima-se para 2040 mais
de 30 milhdes de novos casos mundiais e uma taxa de mortalidade de cerca de 16
milhdes (mais prevalente em homens), sendo que apenas no Brasil estima-se para o
mesmo ano 995 mil novos casos, com taxa de mortalidade de 470 mil (também mais
prevalente em homens) (WHO, 2021b).

Para garantir uma maior taxa de sobrevida aos pacientes acometidos pelo
cancer, diversos tratamentos foram desenvolvidos ao longo dos anos, incluindo trés
principais, mais antigos e acessiveis economicamente: remocdo cirdrgica,
guimioterapia e radioterapia (INCA, 2021b). Se detectado precocemente, e na
auséncia de metastases no organismo do paciente, a remocao cirlrgica é o
tratamento de primeira escolha, visto ser o mais eficaz na cura do paciente. No
entanto, na presenca de metastase, o tratamento torna-se apenas paliativo, sendo
empregados alguns tratamentos para sintomas decorrentes do cancer, como a dor
cronica (PORTENOY, 2011). Além disso, o emprego de outras intervencdes como
quimioterapia e terapia-alvo ocasionam em muitos efeitos adversos ao organismo e
podem perder eficacia ao passo que as células-tumorais mais resistentes
permanecem no organismo e dificultam o tratamento do céancer. (LAMBERT,;
PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2017).

Ademais, deve-se considerar também os efeitos colaterais do cancer que vao
além de sua fisiologia. Estima-se que 22,4% dos casos de cancer ocorrem na
populacao adulta entre 21 e 55 anos de idade, faixa de idade na qual é recorrente a
presenca de filhos menores de idade (WEAVER et al., 2010). O cancer € um conjunto

de doencas que promove um enorme impacto social, portanto, atingindo a familia do



paciente afetado. Esse impacto pode resultar em problemas psicossociais nas
criancas, tais como: confusao, tristeza, ansiedade e raiva (VISSER et al., 2004,
WEAVER et al.,, 2010), além de atingir também a vida do paciente que pode
apresentar: ansiedade, depressdo, comportamentos suicidas, disfuncdo sexual,

desordens neuro cognitivas entre outros (CARUSO et al., 2017).

Dentre os diferentes tipos de cancer, o cancer de pele representa 27% de todos
os tumores malignos no Brasil, sendo o mais frequente no Brasil e no mundo. Pode-
se dividi-lo em dois tipos: melanoma e ndo melanoma. O primeiro apresenta-se em
menor proporc¢ao — cerca de 8,4 mil novos casos por ano no Brasil — no entanto, é a
forma mais grave de céncer de pele, visto sua alta capacidade metastatica (INCA,
2020b).

2.2 MELANOMA

O melanoma é um tipo de cancer de pele maligno que decorre da proliferacdo
exacerbada de melandcitos — células ndo-tumorais da camada basal da epiderme
responsaveis pela producdo de melanina, pigmento que confere sua coloracao
(FIGURA 2) (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2021; SABAG; YAKOBSON;
SILBERSTEIN, 2020). Seu aparecimento se da por meio de manchas, sinais ou
pintas, estando associados a diferentes fatores de risco, modificaveis ou nao:
bronzeamento artificial, medicamentos, exposicéo a luz ultravioleta, genética, historico
familiar, idade, raga, género, status socioecondémico entre outros (CARR; SMITH;
WERNBERG, 2020).

De forma global, 15 a 25 individuos a cada 100 mil desenvolverdao o melanoma
maligno (SCHADENDOREF et al., 2015). Caucasianos, por exemplo, séo cerca de 20
vezes mais atingidos pelo melanoma do que pessoas de pele escura, bem como
ruivos tém maior risco de desenvolver o melanoma do que morenos, visto a diferenca
na quantidade e tipo de melanina presente na pele (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2021; SCHADENDOREF et al., 2015).



FIGURA 2 — REPRESENTAGAO DA LOCALIZACAO DO MELANOCITO NA EPIDERME, PRIMEIRA
CAMADA DA PELE
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Existem diferentes vias que podem estar mutadas no melanoma, dentre essas
vias destaca-se: a do gene CDKN2A, presente em 40% dos pacientes com melanoma
familiar e responsavel pela codificacdo de dois supressores de tumor: p16INK4A e
pl4ARF; a via da sinalizacdo MAP kinase, presente em 70% dos pacientes com
melanoma adquirido ao decorrer da vida e associada a sobrevivéncia celular, por
exemplo; e a BRAF, presente em 50% dos pacientes com melanoma adquirido,
associada a via proliferativa. A partir do acimulo de diversas mutacdes nessas vias,
células transformadas adquirem resisténcia celular (a morte e a supressao de sinais
proliferativos) e a capacidade de se proliferar de forma exacerbada (DAVIS; SHALIN;
TACKETT, 2019).

Além disso, células tumorais promovem a evasao do sistema imune atraves de
um microambiente tumoral imunossupressor, alterando o perfil de producdo de
citocinas e a expressédo de receptores associados ao reconhecimento e ativagao
imunologica (KORNEEYV et al., 2017; WU, DAI, 2017). A expressao do Ligante de
Morte Celular Programada 1 (PD-L1) pelos melandcitos malignizados, por exemplo,
possibilita a ligacdo a Proteina de Morte Celular Programada 1 (PD-1) expressa pelas
células T efetoras presentes no tecido tumoral. Essa ligacdo do PD-L1 ao receptor
PD-1 ocasiona na inativacao das células T efetoras e, posteriormente, na inativacéo

também de células T, B e Natural Killer (NK), essenciais na resposta do Sistema Imune



(SI) frente a um tumor. No microambiente tumoral, a expressdo do antigeno 4
associado ao linfécito T citotoxico pelos linfocitos T reguladores promove a inibicéo de
células T CD8 citotoxicas (DOMINGUES et al., 2018).

Essas caracteristicas presentes nos melandcitos malignizados, aliadas a outras
Hallmarks of cancer, promovem a progressao do melanoma, levando-o aos diferentes
estadiamentos. Assim, o melanoma pode ser classificado, de acordo com o sistema
TNM, em 3 niveis principais: T-tumor, N-nodal e M-metastases. Quando o melanoma
se apresenta ainda em forma de tumor primario (T-tumor), sem migracdo e invasao
de outros tecidos, ele pode ser removido cirurgicamente de forma simples, agregando
ao paciente uma maior taxa de sobrevida (em torno de mais de 5 anos em cerca de
98% dos pacientes). No entanto, essa taxa decresce de forma expressiva quando o
melanoma é diagnosticado em fases mais avancadas (sobrevida em torno de 6 a 12
meses), visto sua alta agressividade, heterogeneidade, histopatologia variavel e a falta
de tratamentos mais eficazes (CARR; SMITH; WERNBERG, 2020; SCHADENDORF
et al., 2015).

2.2.1 Tratamentos para o0 melanoma

Atualmente, a exciséo local ampla do tumor ainda é considerada a técnica
padrdo ouro para tratamento do melanoma. No entanto, o bom prognéstico aliado a
essa técnica depende do nivel de estadiamento do tumor, que deve se encontrar ainda
localizado em seu local de origem. Além da exciséo, utiliza-se primordialmente a
combinacdo da radioterapia e quimioterapia. Até 2010, os Unicos tratamentos
aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) eram a Dacarbazina e a
Interleucina-2 em alta dose (JENKINS; FISHER, 2021; WINDER; VIROS, 2017).

Nos ultimos 11 anos houve avanco significativo no tratamento para o
melanoma. Um exemplo sdo as terapias alvo que buscam o bloqueio de alvos
moleculares presentes nas células tumorais que promovem 0 crescimento e a
propagacdo dessas, como fatores de crescimento, moléculas de sinalizagao,
proteinas do ciclo celular, moléculas que promovem angiogénese e moduladores de
apoptose (LEE; TAN; OON, 2018). Outro ponto relevante no desenvolvimento de
tratamentos mais eficientes para o melanoma metastatico foi o advento da

imunoterapia. Especificamente, o estudo dos checkpoints imunoldgicos — moléculas



expressas na superficie de células do S| que auxiliam na homeostase e no controle
de processos inflamatorios do organismo — favoreceram o desenvolvimento de
imunoterapias, por exemplo, possibilitando a aprovagdo pela FDA de mais de 10
medicamentos antimelanoma nos ultimos anos, dentre eles destacam-se: Nivolumab
e Ipilimumab, anticorpos monoclonais anti-PD1 e anti-CTLA4, respectivamente.
Portanto, esses medicamentos desenvolvidos baseiam-se na interferéncia na
interacdo entre a célula tumoral e a célula do Sl, permitindo o revigoramento
principalmente de linfécitos T citotoxicos, essenciais no combate ao tumor
(LEONARDI et al., 2020).

No entanto, apesar dos avang¢os na imunoterapia e na terapia-alvo, observa-se
na clinica uma resisténcia natural ou adquirida ao decorrer do tratamento com esses
medicamentos, ocasionando na regressao dos pacientes com melanoma e maiores
chances de recidiva, além da grande quantidade de efeitos adversos observados,
como a inflamacdo de diversos 6rgdos — hepatite, pancreatite, miocardite, colite,
encefalite — erup¢fes cutaneas, disturbios bolhosos autoimunes, prurido dentre outros
(LACOUTURE; SIBAUD, 2018; POSTOW, SIDLOW; HELLMANN, 2018; WINDER;
VIROS, 2018). Este cenario incita a busca por novas moléculas bioativas, menos
toxicas e mais eficientes contra o melanoma metastatico, visto a inviabilidade dos
tratamentos atuais principalmente com relagéo aos seus efeitos adversos e alto custo
(GORRY; MCCULLAGH; BARRY, 2020). Uma das opcdes altamente exploradas na

literatura séo os polissacarideos.

2.3 POLISSACARIDEOS E SUAS PROPRIEDADES ANTITUMORAIS

Com a dificuldade de encontrar terapias mais efetivas no tratamento néo so do
melanoma como de outros céanceres, estudos surgem principalmente desde a
segunda metade do século XX de modo a testar polissacarideos, extraidos de fontes
naturais, que ocasionem nenhuma ou pouco resisténcia farmacoldgica (atingindo as
células tumorais de forma mais direta, especifica e eficaz), citotoxicidade e efeitos
adversos aos pacientes (DABA; EZERONYE, 2003; MANLUSOC et  al., 2019;
ZHANG et al., 2007).

Polissacarideos pécticos com diferentes pesos moleculares (64 kDa, 25kDa,10

kDa, 5,3 kDa e 4 kDa) e composicao, incluindo glucose, manose, arabinose,



rhamnose, galactose, xilose e acido urdnico principalmente extraidos da casca da
fruta coreana hallabong foram capazes de inibir angiogénese e migracao celular em
células de cancer de mama in vitro (PARK et al., 2016). A fracdo de polissacarideos
soluveis em agua, extraida do cogumelo G. lucidum, composta por glucanas o/f (1-
>3), (1->6), glicoproteinas e heteropolissacarideos, apresentou efeitos anti-
proliferativos, antiangiogénicos, pro-apoptoticos em células tumorais de cancer de
mama e de colon (SOHRETOGLU; HUANG, 2018). Uma glucana B(1->6)-ligada e
duas manogalactanas provenientes do cogumelo Shiitake (Lentinus edodes) também
demonstraram atividade anti-proliferativa in vitro em sarcoma (JEFF et al., 2013).

O Grupo de Pesquisa em Células Inflamatoérias e Neoplasicas da UFPR vem
explorando a atividade antimelanoma in vitro e in vivo de polissacarideos obtidos de
fontes naturais, obtendo promissores resultados. Uma manogalactana parcialmente
metilada extraida do cogumelo Pleurotus eryngii ndo foi citotoxica e reduziu a invasao
de células de melanoma B16-F10 in vitro na concentracdo de 100 pg/mL (BISCAIA et
al.,, 2017). Um polissacarideo extraido da alga verde Gayralia brasiliensis também
apresentou efeito ndo citotéxico e freou a progressdo do melanoma in vitro com
células de B16-F10 (BELLAN et al.,, 2020a). Ademais, uma galactana sulfatada
extraida da alga verde Codium isthmocladum foi capaz de reduzir o tamanho e o
volume do tumor in vivo em camundongos injetados com células de melanoma B16-
F10, também nédo sendo citotoxica (BELLAN et al., 2020b).

As atividades bioldgicas dos polissacarideos tém sido correlacionadas as suas
estruturas quimicas (originais ou posteriormente modificadas) e as suas respectivas
massas molares. A sintese de derivados de fucoidanas de baixo peso molecular e seu
uso in vitro reduziu a proliferacdo de células WI-38, MCF-7 e HelLa, sem causar
citotoxicidade e de forma dose-dependente (10-1000 pug/mL) (KASAI et al., 2015). A
laminarina, extraida da alga Laminaria digitata e, posteriormente, sulfatada, diminuiu
a proliferacdo de células LoVo de céancer de colon in vitro de forma concentracao-
dependente no tempo de tratamento de 72 horas (JI; JI; MENG, 2013). Portanto, a
descoberta e 0 estudo de novos polissacarideos sdo proeminentes no tratamento do

cancer, modulando vias de malignidade importantes da doenca (XU; XU, 2016).



2.4 PECTINAS — ESTRUTURA E ATIVIDADE ANTITUMORAL

Pectinas sdo polissacarideos heterogéneos estruturais presentes na parede
celular e nas camadas intercelulares de plantas (BRANDAO; ANDRADE, 1999;
ZAITSEVA et al., 2020). Estruturalmente, podem possuir 4 subestruturas pécticas
diferentes: homogalacturonana (HG), ramnogalacturonana-| (RG-I),
xilogalacturonanas e ramnogalacturonana-ll (RG-Il), sendo a HG a mais abundante
(cerca de 65%) e a RG-Il a menos abundante. A cadeia principal das pectinas HGs &
composta por unidades de &cido galacturdnico ligadas por ligaces glicosidicas do
tipo a(1—4) (FIGURA 3) (CANTERI et al., 2012; ZHANG; XU; ZHANG, 2015). As
pectinas podem ser classificadas também de acordo com seu grau de metil-
esterificacdo (DE), sendo considerada com alto DE se apresentar mais de 50% de
metil éster em sua estrutura, e com baixo DE se apresentar menos de 50%
(BRANDAO; ANDRADE, 1999).

FIGURA 3 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA QUIMICA DE UMA
CADEIA PECTICA DE HOMOGALACTURONANA
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A pectina esta presente em diversos frutos — como maca, laranja, liméao,
maracuja, banana, goiaba, abacaxi entre outros — e apresenta muito valor na industria
alimenticia (CANTERI et al., 2012). Também é efetiva na estabilizacdo de sucos
naturais de fruta e na acidificacdo de bebidas baseadas no leite (NAQASH et al.,
2017).

Além das propriedades fisico-quimicas das pectinas, que despertam grande
interesse industrial, deve-se destacar que elas apresentam atividades bioldgicas,
como atividade antitumoral. J& foi descrito na literatura o uso da pectina comercial
combinada com o 6leo de peixe em uma dieta in vivo para promover uma acao pro-
apoptoética no cancer de célon, ocasionando a redugédo do tumor (CHO et al., 2012).
Também, a pectina extraida do jambu (Syzygium jambos) foi eficaz na reducdo do
tumor de Erlich in vivo nas doses de 150 e 250 mg/kg (TAMIELLO et al., 2018).
Nangia-Makker et al. (2002) comprovaram atividade antiangiogénica in vitro e in vivo
da pectina comercial extraida de frutos citricos em células de cancer de mama e
cancer de colon (NANGIA-MAKKER et al., 2002). Quando administrada a pectina
comercial extraida de frutos citricos via oral em ratos essa também foi potencialmente
capaz de inibir metastase espontanea in vivo em cancer de prostata (PIENTA et al.,
1995).

Procura-se entender as interacbes entre as pectinas e o microambiente
tumoral, bem como a potencial acdo dessas como inibidoras do crescimento tumoral.
Uma das principais interacdes diz respeito ao potencial de interacdo das pectinas
compostas por galactose com a galetina-3. As galectinas sdo proteinas pertencentes
a familia das lectinas e participam de indmeros processos celulares, tais como
adesao, reconhecimento e sinalizacdo (NELSON.; COX, 2014). Em tumores, inclusive
no melanoma, observa-se uma alta expressao principalmente de galectinas 1 e 3
(ELOLA et al., 2018). Uma das formas de interacdo refere-se a ligacdo entre os
dominios reconhecedores de carboidratos presentes na estrutura de galectinas com
as pectinas, impedindo que a galectina fique livre e exerca suas fungdes pro-tumorais
(por meio de sinais regulatérios), como supressora da resposta imune, pro-
metastatica, pro-migratoria, pro-angiogénica e estimuladora de crescimento
(CARDOSO et al., 2016; LIU; RABINOVICH, 2005; RUVOLO, 2016).

Além dessas interacdes estruturais, destaca-se também a relacéo entre o DE

da pectina e sua acdo antitumoral. Alguns estudos indicam que a pectina com baixo



DE apresenta acdo antitumoral mais pronunciada (PRADO et al., 2019). A pectina
citrica modificada comercial (MCP) reduziu in vivo a colonizagédo pulmonar de células
de melanoma B16-F10 e inibiu a adesé&o in vitro dessas mesmas células de forma ndo
citotéxica (INOHARA; RAZ, 1994). A MCP reduziu também metastase hepética de
cancer de célon, linhagem celular CT-26, in vivo em camundongos nas concentracdes
de 1%, 2,5% e 5% em agua potavel (peso / volume) (LIU et al., 2008). A pectina
modificada quimicamente a quente (HFCP) diminuiu in vitro a proliferacdo de células
de hepatocarcinoma (HepG2) e de cancer de pulmao (A549) (LECLERE et al., 2015).

2.5 PECTINA EXTRAIDA DA CASCA DO MARACUJA AMARELO (Passiflora edulis)

O maracuja amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa) é um fruto tipico de regides
tropicais, sendo nativo do Brasil. Seu uso € amplo na culinaria, muito consumido
diretamente, em drinks, saladas de frutas, sorvetes, sucos entre outros alimentos.
Além do potencial alimenticio, 0 maracuja amarelo também é conhecido popularmente
por ter propriedades terapéuticas na ansiedade e na insonia. Cerca de 10 a 20% do
fruto € composto pela pectina, caracterizada como uma homogalacturonana com 92%
da cadeia principal composta por acido galacturdnico. Apesar do DE variar de acordo
com a técnica utilizada na extracdo da pectina, variando com o pH e com o tempo,
tem-se que a pectina do maracuja amarelo € de alto DE, em torno de 70%, além de
apresentar peso molecular de 53 kDa (ABBOUD et al., 2019; LIEW; CHIN; YUSOF,
2014; YAPO; KOFFI, 2006).

O maracuja amarelo é rico em fibras, sendo capaz de diminuir
significativamente lesGes ulcerativas gastricas e evitar a diminuicdo dos niveis de
glutationa e muco da parede gastrica, essenciais para manter a homeostasia do trato
gastrointestinal (ABBOUD et al., 2019). Outras atividades biol6gicas do maracuja
amarelo sdo: antioxidante, antimicrobiano, analgésico e anti-inflamatério. No entanto,
ainda ndo existem testes que utilizem a pectina do maracuja no tratamento
antimelanoma. Aliado a isso, o0 potencial farmacologico de um composto
biologicamente ativo desta fonte € também de grande interesse econémico, visto que
a pectina seria obtida de um produto descartado na cadeia de producao (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION, 2017; GROHMANN et al., 1999; NAIR S et al,,
2018; SINGH et al., 2020). Desta forma, o presente trabalho avaliou o potencial

bioldgico da pectina desesterificada em linhagem de melanoma murino.



3 JUSTIFICATIVA

O melanoma é um tipo cancer de pele maligno extremamente metastatico. Se
esse se encontra ainda localizado como tumor primario, sua excisdo promove uma
taxa de sobrevida maior que 5 anos em mais de 90% dos pacientes. Quando
metastizado, as opcBes mais relevantes de tratamento para 0s pacientes sao
quimioterapia — utilizando-se principalmente a dacarbazina — radioterapia, terapias
alvo e imunoterapia. No entanto, além dessas terapias serem de alto custo também
apresentam muitos efeitos adversos ao paciente, como erup¢cdes cutaneas,
inflamacéo de diversos orgaos (figado, pancreas, intestino etc), nduseas, dores de
cabeca, entre outros, além de serem extremamente caros, induzirem resisténcia apés
um periodo de uso e ainda dependerem de um panorama imunolégico e genético que
varia de paciente para paciente. A juncdo de todos esses efeitos mais o grande
impacto causado pela doenca nas familias, ocasiona em consequéncias também
psicossociais ao paciente e aqueles que estdo ao seu redor.

Dessa forma, a ciéncia corre contra o tempo na busca de compostos mais
eficazes, menos citotoxicos, com maior biodisponibilidade e mais acessiveis aos
pacientes. Dentre esses compostos, destacam-se os polissacarideos, agentes com
efeitos antitumorais ja descritos na literatura em cancer de mama, de célon, de
préstata, melanoma entre outros, atuando como moduladores de vias de malignidade
essenciais para a progressao tumoral, como angiogénese, imortalidade replicativa,

sustentacao do sinal proliferativo, ativacdo de invasdo e metastase.

As pectinas sdo exemplos de polissacarideos presentes em paredes celulares
de plantas. Elas sdo reconhecidas comercialmente por suas atividades fisico quimicas
que as fazem aplichveis em diferentes tipos de industrias e tém potencial de
apresentar atividade antimelanoma, considerando-se estudos prévios em outros
modelos que apontaram para tal atividade. Também, correlaciona-se na literatura o
DE da pectina com a sua atividade antitumoral, sendo que estudos apontam que
guanto menor o DE da pectina, maior sua atividade antitumoral. Estudos prévios do
Grupo de Pesquisa realizados pela Mestre Keila Taiana Vaz Da Luz demonstraram
gue a pectina extraida da casca do maracuja amarelo com alto DE ndo modulou
parametros de progressao do melanoma (dados néo publicados). Portanto, visto 0s

resultados encontrados na literatura e os dados do grupo de pesquisa, o objetivo deste



trabalho foi avaliar se, ao retirar grupos metil-éster, a pectina apresentaria efeitos
antitumorais in vitro no melanoma. Além disso, para avaliacdo da atividade biologica
de uma molécula, nesse caso a pectina modificada, é relevante o uso de outros
modelos celulares, permitindo uma avaliagdo mais ampla e segura da atividade da
molécula. Dessa forma, a pectina modificada foi testada também em fibroblastos,

células ndo tumorais da epiderme.

O maracujd amarelo (Passiflora edulis f. flavinocarpa) € um fruto tipico de
regides tropicais, nativo do Brasil e fonte abundante de pectinas em sua casca, a qual
corresponde a maior parte do peso da fruta e que é, atualmente, um residuo
descartado pela indastria sem valor agregado. A auséncia de estudos sobre a
atividade antimelanoma com pectinas extraidas da casca do maracuja, aliada a
necessidade de se obter compostos que possam atuar na terapéutica do melanoma,
justificam a escolha deste polissacarideo como objeto de estudo neste trabalho. Com
base no interesse em estudar melhor a atividade antitumoral dependente ou nao do
DE, a pectina extraida da casca do maracuja foi desesterificada e utilizada neste
trabalho para avaliacdo da sua acdo em parametros de malignidade do melanoma
para, futuramente, comparar tais dados com dados prévios do Grupo de Pesquisa que

avaliou esta pectina na sua forma nativa (alto DE).



4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimelanoma in vitro da pectina extraida da casca do

maracuja amarelo (Passiflora edulis) desesterificada (HGD).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar quimicamente a pectina apos desesterificacéo;

e Avaliar a viabilidade e proliferacdo das células ndo tumorais (fibroblastos
Balb/3T3) e tumorais (melanoma B16F10) apds tratamento com a HGD;

e Avaliar a capacidade de formacé&o de col6nias das células de melanoma murino
frente ao tratamento com a HGD;

e Analisar se o tratamento com HGD altera o ciclo celular de células de

melanoma murino.



5 MATERIAIS E METODOS

5.1 OBTENCAO DA PECTINA DA CASCA DO MARACUJA

A pectina utilizada neste trabalho foi extraida da casca do maracuja amarelo
(Passiflora edulis), purificada e caracterizada pelo grupo de pesquisa de quimica de
carboidratos, sob coordenagédo da Prof.2 Dr.2 Lucimara Mach Cortes Cordeiro, do
Departamento de Bioquimica da UFPR. A extracdo foi aquosa a quente (100°C) por
2h adaptada de ABBOUD et al. (2019). A mestre Keila Taiana Vaz da Luz cedeu
gentilmente uma amostra dessa pectina para posterior desesterificacdo e uso na

execucgao deste projeto.

5.2 DESESTERIFICACAO

Para remover os grupos metil éster da pectina extraida da casca do maracuja,
utilizou-se hidroxido de sédio (NaOH) 0,5 M (adaptado de GRASDALEN; EINAR
BAK@Y; LARSEN, 1988). A pectina foi solubilizada em agua destilada (20 mg/mL) por
30 minutos a 50°C em um agitador magnético. Em temperatura ambiente, adicionou-
se 0 agente redutor borohidreto de sédio até a solucao atingir pH 11 e, entdo, o NaOH
1 M (em &gua destilada) foi adicionado, resultando na concentracgéo final de NaOH de
0,5 M. A solucao foi agitada novamente por 30 minutos e adicionou-se acido acético
até a solucao atingir pH 6. A amostra foi dialisada em membrana de 12-14 kDa por 2
dias, com auxilio de um agitador magnético, concentrada em um rotaevaporador,
congelada e liofilizada (FIGURA 4). O rendimento obtido foi de 53,6%.



FIGURA 4 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO METODO DE DESESTERIFICACAO
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FONTE: A autora (2021).

5.3 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DA PECTINA DESESTERIFICADA (HGD)

Com o intuito de avaliar a eficiéncia do processo de desesterificacdo da pectina
do maracuja, espectros de RMN mono (*H) e bidimensionais (HSQC-DEPT) foram
realizados. Para isso, HGD foi solubilizada em &gua deuterada (20 mg/mL). Os
experimentos foram realizados na temperatura 70°C e o espectro de RMN-1H foi
obtido apds 256 scans. O grau de metil esterificacdo (DE) da pectina foi calculado de
acordo com o proposto por Grasdalen et al. (1988). Neste método, as integrais dos
sinais referentes ao H1 e H5 das unidades esterificadas e nao-esterificadas séo
analisadas e utilizadas para o calculo do DE conforme a seguinte equag&o:

Iy—1Ip

DE :( >X100

IA — 1B
Onde |a se refere a intensidade de ressonancia dos sinais de H-1 de todas as unidades
de GalA (formas —COO~ e COOCHS3) e o0 H-5 das unidades de GalA esterificadas (~0
5.12 a d 4.76). Is se refere a intensidade de ressonancia dos sinais de H-5 das

unidades de GalA nao esterificadas (~0 4.58 a 6 4.52).



5.4 LINHAGENS E CULTIVO CELULARES

Utilizou-se duas linhagens celulares murinas para os testes (QUADRO 1):
células de melanoma (B16-F10 BCRJ, 0046) e fibroblastos ndo-tumorais (BALB/3T3
clone A31 ATCC®, CCL-163™). Ambas as linhagens foram cultivadas em meio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Gibco), suplementado com 10% de Soro
Fetal Bovino (SFB; Gibco), 1,5 g/L de bicarbonato de sédio e com os antibidticos
penicilina (1 U/mL) e streptomicina (1 pg/mL) (Life Technologies). As células foram
incubadas a 37° C e 5% de CO: e, apos atingirem a confluéncia de area de superficie
aderida (70% para fibroblastos e 90% para as de melanoma), foram subcultivadas e

plagueadas para os respectivos experimentos.

QUADRO 1 - LINHAGENS CELULARES UTILIZADAS E SUA ORIGEM

ORIGEM LINHAGEM TUMORAL LINHAGEM NAO-TUMORAL
Células de melanoma Fibroblastos
B16-F10 BALB/3T3 clone A31

FONTE: A autora (2021).

NOTA: Para investigacdo da atividade biologica da pectina desesterificada, foram utilizadas duas
linhagens celulares murinas para efeito de comparacao entre uma linhagem tumoral e uma nao-tumoral
(controle).

5.5 TRATAMENTO — PREPARO DO POLISSACARIDEO

A HGD foi solubilizada em &gua ultrapura (UP) autoclavada na concentragédo
de 5 mg/mL, overnight em agitador magnético a 50°C. A solucéo foi filtrada em
membrana 0.22 um para esterilizagdo. A partir de uma diluicdo seriada em agua UP,
foram preparadas as outras concentragcdes de HGD: 1, 10, 100 e 1000 pg/mL. Como

controle veiculo, utilizou-se agua UP.



5.6 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Para analise da viabilidade celular, foi utilizado o teste de vermelho neutro que
tem como principio avaliar a viabilidade, ou seja, a integridade das endomembranas,
a partir da absorcéo e retencédo do corante vermelho neutro pelas células viaveis em
vesiculas acidas. Quando o vermelho neutro ultrapassa uma bicamada lipidica e
encontra-se em um ambiente 4cido — como nos lisossomos — sua estrutura quimica
sofre protonacao e, portanto, uma modificacdo da sua carga liquida, ficando retido
nesses ambientes acidos. A partir disso, € possivel mensurar em absorbancia a
guantidade de corante internalizado e, assim, inferir sobre a alteracdo ou ndo da
viabilidade das células frente a um tratamento especifico (ICCVAM, 2006; REPETTO;
DEL PESO; ZURITA, 2008).

Neste ensaio, as células de melanoma B16-F10 e fibroblastos Balb/3T3 foram
plagueadas em placas de 96 pocos — 500 e 2000 células/poco, respectivamente —
com DMEM 10% SFB. Apés 24 horas as ceélulas foram tratadas com a HGD nas
concentracdes de 1, 10, 100 e 1000 pg/mL por 72h. No penultimo dia de tratamento,
foi preparada a solucdo de vermelho neutro a 0,04 mg/mL em meio de cultura DMEM
sem SFB seguido de incubacéo a 37°C e 5% CO:2 por 24h. No ultimo dia de tratamento
(72h), a solucao de vermelho neutro foi centrifugada a 2000 rpm por 15 minutos para
precipitacdo dos cristais. O meio dos pocos foi retirado sendo entdo adicionado 100
pL/poco de vermelho neutro na placa de 96 pocos, seguindo-se de incubacéao a 37°C
e 5% de CO:2 por 2h. Apds esse periodo, o0 sobrenadante foi retirado dos pogos e o
corante extraido com solucdo contendo etanol:agua:acido acético (50:49:1 v/v). As
absorbéancias foram adquiridas em leitor de microplaca (BioTek®Instruments, Inc.,
Winooski, United States) no comprimento de onda de 540 nm (FIGURA 5).



FIGURA 5 — REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DO METODO DE ANALISE DE VIABILIDADE
CELULAR
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5.7 ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR

Com o objetivo de avaliar a proliferacdo celular frente ao tratamento com a
HGD, utilizou-se o corante cristal violeta que tem como principio a coloracéo de acidos
nucleicos presentes nas células. Dessa forma, € possivel determinar a quantidade de
células aderidas de forma proporcional a intensidade da coloracdo, mensurada
também em absorbancia (BONNEKOH et al., 1989; VEGA-AVILA; PUGSLEY, 2011).

Para isso, apdés a leitura de vermelho neutro, a solucdo de extracdo foi
descartada, seguido de lavagem dos pocos 1x com agua ultrapura (100 uL/poco) e,
na mesma placa, adicionou-se o corante cristal violeta a 0,25 mg/mL. Apés 20
minutos, o corante foi retirado, os pocos lavados 2x com agua ultrapura e o corante
eluido com uma solugcdo de acido acético em agua ultrapura (33:67 v/v). As
absorbéancias foram mensuradas em leitor de microplaca (BioTek®Instruments, Inc.,
Winooski, United States) no comprimento de onda de 570 nm (FIGURA 6).



FIGURA 6 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO METODO DE ANALISE DE DENSIDADE
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FONTE: A autora (2021).

5.8 ENSAIO DA CAPACIDADE CLONOGENICA

Com a finalidade de investigar se o tratamento com HGD afeta a capacidade
clonogénica a partir de uma unica célula individualizada, utilizou-se novamente o
corante cristal violeta para coloracdo das colbnias e posterior quantificacdo dessas e
de suas respectivas areas de crescimento.

Para atingir o objetivo adaptou-se o0 método proposto por Franken e
colaboradores (2006). Portanto, as células de melanoma B16-F10 foram plaqueadas
com DMEM 10% SFB em placas de 6 pocos, de forma individualizada e em baixa
confluéncia (400 células/poco). Apds 24h, as células foram tratadas com a HGD nas
concentracdes de 100 e 1000 pg/mL. Posteriormente ao periodo de tratamento de
72h, as colbnias formadas foram fixadas com uma solucdo contendo
etanol:dgua:acido acético (50:48:2 v/v) e entdo coradas com cristal violeta 0,25
mg/mL. As colbnias coradas foram fotografadas no aplicativo NoteBloc® versao 2.6 e

analisadas no programa Fiji Image J® (FIGURA 7).



FIGURA 7 — ESQUEMA EXPERIMENTAL DO METODO DE ANALISE DA CAPACIDADE
CLONOGENICA
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FONTE: A autora (2021).

5.9 ENSAIO DE CICLO CELULAR

Para andlise do ciclo celular utilizou-se o agente fluorescente iodeto de
propideo (PI), um intercalante de nucleotideos que permite avaliar as diferentes fases
do ciclo celular em que estéo as células e inferir se o tratamento retarda o ciclo celular,
e, portanto, a velocidade de proliferacdo celular, ou ndo. Para que apenas o DNA
fosse avaliado, empregou-se 0 uso da RNAse para eliminar os RNAs presentes.

O protocolo executado foi seguido conforme determinacdes do fabricante,
empregando o kit BD Pl RNAse (BD Bioscences). Para isso, as células de melanoma
B16-F10 foram plaqueadas em placas de 6 poc¢os (12.000 células/po¢o) em DMEM
com 1% de SFB. Depois de 24h, o meio foi trocado por outro, contendo 10% de SFB,
e as células foram tratadas com a HGD nas concentra¢des de 100 e 1000 pg/mL.
Apbs o periodo de tratamento (72h), o meio de cultura foi removido, os pocos lavados
1x com PBS a 37°C e as células desaderidas com tripsina 10% por 3 minutos e em
estufa a 37°C. A enzima foi inativada com DMEM contendo 5% SFB e o conteudo dos
pocos foi repassado para tubos de citometria. As suspensdes de células foram
centrifugadas a 2000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em PBS para lavagem, seguindo-se novamente com centrifugagao

nas mesmas condi¢des. As células foram fixadas por 30 minutos com paraformaldeido



2%, seguindo-se de duas lavagens com PBS apds centrifugacédo. Utilizou-se etanol
70% para ressuspender as células por no minimo 24 h a -20°C. Por fim, as células
foram contadas, ajustando seu nimero para 25 x 10* em 150 pL de solugdo tampéo
de Pi/RNAse e incubadas por 15 minutos. Foram lavadas 1x com PBS por
centrifugacéo, ressuspendidas em 400 pL de PBS e adquiridas em citbmetro de fluxo

BD Facs Calibur™. Os dados foram analisados no software Flowing® (FIGURA 8).

FIGURA 8 — ESQUEMA EXPERIMENTAL DO METODO DE ANALISE DO CICLO CELULAR
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Fonte: A autora (2021).

5.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados no programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad
Software®, Inc.), sendo feito no minimo trés experimentos independentes por ensaio
e considerando grupos estatisticamente diferentes quando p<0,05. Para o0 ensaio de
viabilidade, proliferagéo e ciclo celular foi aplicado o teste de T n&o pareado com
corregao de Welch’s, enquanto que para o ensaio de formacéo de coldnias realizou-

se o teste ANOVA de primeira via com teste de Friedman.



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 CARACTERIZACAO DA PECTINA DESESTERIFICADA

A pectina HGD foi caracterizada como uma homogalacturonana com baixo grau
de metil esterificagdo. Apds andlise do espectro de RMN-'H (FIGURA 9a) foi possivel
calcular que o DE deste polissacarideo era de apenas 5,8%, contrastando com o DE
de 95% da pectina extraida da casca do maracuja (JASKI et al., 2021, fase final de

redacao). Este resultado comprova a eficiéncia do processo de desesterificacao.

O espectro de HSQC (FIGURA 9b) mostrou correlagdes *H/'3C tipicas de uma
cadeia composta por unidades de a-D-GalpA (1—4)-ligadas. Os sinais em
5,066/99,7 e & 5.239/99,0 podem ser atribuidos ao H-1/C-1 das unidades de a-D-
GalpA (néo esterificadas) e o sinal em & 5,072/97,2 ao H-1/C-1 de unidades de a-L-
Rhap (BARBIERI et al.,, 2019), sendo estas ultimas também observadas como
componente monossacaridico minoritario na pectina nativa extraida da casca do
maracuja (ABBOUD et al., 2019). Os sinais em & 4,416/78,4 e & 4,100/77,3 sao
referentes ao H-4/C-4 das unidades de a-D-GalpA 4-O-ligadas e ao H-2/C-2 das
unidades de a-L-Rhap 2-O-ligadas, respectivamente. Os sinais em 3,750/68,5,
3,964/69,0 e 4,735/71,5 podem ser atribuidos ao H-2/C-2, H-3/C-3 e H-5-C-5,
respectivamente, das unidades de a-D-GalpA 4-O-ligadas (ABBOUD et al., 2019;
BARBIERI et al., 2019).

O rendimento de 53,6% resultante pode ser devido a diversos fatores,
principalmente a perda dos grupos metil éster da estrutura da pectina. Também, pode
estar relacionado a perda residual de amostra durante o processo, com as trocas de

recipientes, por exemplo.



FIGURA 9: ESPECTROS DE RMN-1H (A) E DE HSQC (B) DA PECTINA HGD
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Fonte: A autora (2021).

6.2 AVALIACAO DA VIABILIDADE E PROLIFERACAO CELULAR

A resisténcia a morte celular, bem como a evasédo de genes supressores de
crescimento e a manutencdo do sinal proliferativo sdo exemplos de parametros de
malignidade inerentes a progressao do cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Dessa forma, novos tratamentos para o cancer foram desenvolvidos e,
concomitantemente, a relacdo entre eles e sua respectiva citotoxicidade tem sido
estudada. A quimioterapia e a radioterapia, principais tratamentos disponiveis para a
populacdo mundial, apresentam alta toxicidade e, geralmente, de forma nao seletiva,
ou seja, além de atuarem sobre o tecido tumoral, também tém ac¢éo sobre tecidos néo-
tumorais, atingindo células saudaveis — o que pode ocasionar em efeitos adversos
severos aos pacientes (PAIVA et al., 2010).

Realizamos um screening inicial com quatro concentracdes (1, 10, 100 e 1000
png/mL) de HGD para analisar se o polissacarideo poderia ser potencialmente
citotoxico para as células ndo-tumorais, nesse caso, fibroblastos murinos (Balb/3T3),
e também para as células-tumorais murinas (B16-F10), se poderia ser citotoxico
seletivo ou modular a proliferacdo/densidade celular dessas. A partir dos resultados
obtidos, tem-se que a HGD néao foi capaz de alterar a viabilidade de nenhuma das
linhagens no periodo de tratamento de 72 h, portanto néo foi citotoxico, mas foi capaz

de reduzir a densidade/proliferacdo de células-tumorais em cerca de 17% na



concentracdo de 100 ug/mL e em cerca de 14% na concentracdo de 1000 pg/mL
(FIGURA 10).

Diversos polissacarideos j& foram descritos na literatura e apresentam
atividades semelhantes. Um polissacarideo contendo frutose, xilose, manose, glucose
e galactose extraido da planta Curcuma kwangsiensis na concentracdo de 50 pg/mL
foi eficaz na reducéo da proliferacdo de células de carcinoma nasofaringeo (CNE-2)
em 23,48% (ZENG et al.,, 2012). Polissacarideos sulfatados extraidos das algas
marrons Saccharina japonica e Undaria pinnatifida (200 a 1000 pg/mL) também foram
capazes de reduzir a proliferacéo de células tumorais de cancer de mama (T-47D) e
melanoma (SK-MEL-28) de forma concentracdo dependente, reduzindo 46% e 34%,
respectivamente (VISHCHUK; ERMAKOVA; ZVYAGINTSEVA, 2011).

Também, um polissacarideo extraido do fungo Dictyophora indusiata e
complexado com zinco reduziu a proliferacdo de células MCF-7 de adenocarcinoma
de mama, na concentracao de 250 pg/mL e no tempo de tratamento de 48 h (LIAO et
al., 2015). Por ultimo, um polissacarideo obtido do fungo L. rugosiceps apresentou
efeito antiproliferativo em cancer de figado (células de hepatoma HepG-2) e em
cancer de mama (células MCF-7), na concentracdo de 2000 pg/mL em 48 h (LI et al.,
2020).

FIGURA 10 — ANALISE DA VIABILIDADE E PROLIFERACAO CELULAR (CITOTOXICIDADE
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FONTE: A autora (2021).

NOTA: Células Balb/3T3 (A) e células B16-F10 (B) foram expostas a HGD nas concentracdes de 1, 10,
100 e 1000 pg/mL por 72 h para entdo finalizacdo pelos ensaios de vermelho neutro e cristal violeta.
Os resultados representam a média de pelo menos 3 experimentos biolégicos independentes. A linha
tracejada representa o controle experimental. Dados mostrados como média + DP. (B) HGD 100 pg/mL.
**n<0,0013 e HGD 1000 pg/mL **p<0,0066.



Uma pectina ramnogalacturonana, que possui também homogalacturonana,
reduziu in vitro a proliferacdo de células de cancer de colon nas concentracdes de
200, 500 e 1000 pg/mL, no tempo de tratamento de 48 h, reduzindo ainda mais a
proliferacdo apds esse tempo (MAXWELL et al., 2015). Também, uma pectina citrica
modificada contendo homogalacturonana e ramnogalacturana em sua estrutura, com
baixo DE, reduziu a proliferacao in vitro de células de cancer colorretal (Caco-2) na
concentracéo de 1000 pg/mL, no tempo de tratamento de 48 h (CAO et al., 2020).

Desta forma, em concentracdes e estrutura quimica semelhantes aquelas
encontradas na literatura, a reducéo da proliferacdo celular induzida por HGD € um
promissor ponto inicial do estudo de suas atividades antitumorais, visto que outros
polissacarideos j& descritos e que apresentaram essa capacidade também
modularam outras dindmicas de malignidade associadas a progressao tumoral, como

diminuicdo da capacidade invasiva e migratoria das células tumorais.

6.3 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE FORMACAO DE COLONIAS

Outro parametro essencial a ser avaliado € a capacidade das células tumorais
em formar colbnias. Sabe-se que, para que a célula continue o seu processo
metastatico, é necessario que ela tenha capacidade de originar clones e,
consequentemente, formar coldnias a partir de uma unica célula individualizada
(STEEG, 2016).

Entdo, a partir dos resultados obtidos até o momento e dos dados encontrados
na literatura, as duas maiores concentracées de HGD, que diminuiram a densidade
das células de melanoma murino B16-F10 (100 e 1000 pg/mL), foram selecionadas.
As células foram individualizadas e, apés o periodo de tratamento de 72 h, avaliou-se
tanto o niumero de coldnias quanto a area dessas. A HGD néo reduziu o numero de
colénias, mas reduziu em aproximadamente 20% as &reas respectivas na
concentracdo de 1000 pug/mL (FIGURA 11), resultado obtido a partir da quantificacéo
de pelo menos 200 colonias individuais de cada grupo experimental e em cada
replicata bioldgica.

Ja foi descrito na literatura atividades de polissacarideos que foram capazes de
reduzir parametros envolvidos na formacdo de colonias de células tumorais.
Polissacarideos isolados das algas Saccharina japonica e Undaria pinnatifida também

foram capazes de reduzir em 48 h a formacgéo de colbnias na concentragéo de 200



pug/mL, no cancer de mama (células T-47D) e no melanoma (células SK-MEL-28)
(VISHCHUK; ERMAKOVA; ZVYAGINTSEVA, 2011). Um extrato natural tradicional
utilizado na medicina chinesa, denominado Ruyiping, foi capaz de reduzir o niumero
de colbnias de células de cancer de mama (MDA-MB-231 e MDA-MB-468) em 96h de
tratamento, sendo as células tratadas com 40% de extrato em meio de cultura,

posteriormente avaliadas pela coloracdo com cristal violeta (LI et al., 2019).

FIGURA 11 — ANALISE DA CAPACIDADE DE FORMAGAO DE COLONIAS
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FONTE: A autora (2021).
NOTA: Células B16-F10 foram expostas a HGD nas concentracdes de 100 e 1000 pg/mL por 72 h para
entdo coloracdo com cristal violeta. Os resultados representam a mediana de 4 experimentos bioldgicos
independentes, avaliados: n°® médio de colbnias (A) e area média das colbnias (B). A linha tracejada
representa o controle experimental.

Assim, a partir dos achados na literatura e os encontrados neste trabalho, em
concentracbes semelhantes as utilizadas, tem-se outro ponto crucial para a
continuidade da investigacao da atividade da HGD em células tumorais, visto sua acao

anti-proliferativa e a reducdo da area das colonias.

6.4 AVALIACAO DO CICLO CELULAR

Decorrente dos resultados encontrados nos experimentos anteriores, onde
observa-se diminuicdo de densidade celular, mas ndo de viabilidade, bem como
diminuicdo da area das colbnias, optou-se por investigar o ciclo celular das células
tratadas com a HGD. O ciclo celular é outro parametro essencial para a evolucao do
cancer. As células tumorais que tém seu ciclo celular acelerado, conseguem formar

tumores em tempos mais curtos, bem como ocasionar metastases (HANAHAN;



WEINBERG, 2011). Assim, o objetivo foi investigar se a HGD seria capaz de retardar
o ciclo celular em alguma de suas fases (G0O/G1, S, G2/M).

N&o foi observada nenhuma alteracéo no ciclo celular das células de melanoma
B16-F10 tratadas com a HGD nas concentracdes de 100 e 1000 pg/mL, no tempo de
tratamento de 72 h (FIGURA 12). Na literatura alguns polissacarideos foram capazes
de modular esse parametro de malignidade tumoral. Um polissacarideo extraido do
fungo Dictyophora indusiata, na concentracdo de 250 pg/mL, retardou a fase S do
ciclo celular de células de adenocarcinoma de mama (MCF-7) (LIAO et al., 2015).
Enquanto que um extrato natural tradicional chamado de Ruyiping, utilizado na
medicina chinesa, retardou a fase G2 das células de cancer de mama MDA-MB-231
e MDA-MB-468 no periodo de tratamento de 24h (LI et al., 2019).

Desta forma, apesar dos achados na literatura, a HGD néo foi capaz de alterar
o ciclo celular das células tumorais em nenhuma das duas concentracfes testadas.
Portanto, sabe-se que a diminuicdo da proliferacdo celular pela HGD observada néo
tem relagdo com o retardo do ciclo celular, mas sim com algum outro
mecanismo/parametro que deve ser melhor investigado a partir de outras
metodologias. O estudo da interacdo célula-célula e célula-matriz sob efeito do
polissacarideo é uma das alternativas a serem analisadas, por meio do ensaio de
adesdo celular, corroborando em estudos futuros para a andlise da atividade

antiproliferativa da HGD.

6.5 GEL A BASE DE PECTINA DE BAIXO GRAU DE METILESTERIFICACAO

Durante a realizacao dos experimentos, quando as ceélulas foram tratadas com
a HGD na concentragéao de 1000 pg/mL, observou-se a formacgao instantanea de um
gel sobre a monocamada de células (FIGURA 13). Buscou-se na literatura a relagcao
entre a estrutura quimica da pectina e a formacdo de géis e viu-se que quando a
pectina apresenta baixo grau de metil-esterificacdo (LM), portanto maior quantidade
de carboxilas livres, ela consegue interagir com ions calcio complexando e formando
géis (JANTRAWUT et al., 2019; SLAVUTSKY; BERTUZZI, 2019). O meio de cultura
utilizado neste trabalho, DMEM, tem em sua composic¢éo ions calcio e, assim, permite

a formacéao do gel quando em contato com a HGD (Cat. No. 12800-017, Gibco).



FIGURA 12 — ANALISE DO CICLO CELULAR
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FONTE: A autora (2021).

NOTA: Células B16-F10 foram expostas a HGD nas concentra¢ges de 100 e 1000 pug/mL por 72 h para
entdo marcagdo com iodeto de propideo e leitura em citbmetro de fluxo. Os resultados representam a
média de 3 experimentos bioldgicos independentes, avaliadas a quantidade de células nas diferentes
fases do ciclo celular: GO/G1, S e G2/M. (A) Histograma representando os picos das células do grupo
controle e tratadas. Pi = lodeto de Propideo. (B) Grafico representando a porcentagem de células em
cada fase do ciclo celular, sendo comparadas ao grupo controle (C).

FIGUR;A 13 — GEL FORMADO COM A PECTINA DE BAIXO GRAU DE METILEST

- — ~

ERIFICACAO

FONTE: A autora (2021).
NOTA: Poco com gel formado indicado pela seta vermelha na figura.

A partir dessa observacdo, alguns questionamentos surgiram sobre o0s

resultados obtidos, tendo em vista que as células necessitam interagir entre si e com



0 meio para progredir e, principalmente, proliferar, levantando o questionando de que,
talvez, o gel esteja se formando em ambito microscépico, nas superficies celulares e,
assim, essas interacdes estejam sendo prejudicadas, levando a menor proliferacao
celular.

Também, é importante ressaltar que o pH da solucéo apos o tratamento pode
interferir nas atividades celulares se este for alterado significativamente. Dessa forma,
o pH foi medido e né&o foi observada nenhuma alteracao entre a solugao tratada com
a HGD e o controle.

Além disso, a formacdo desse gel empregando o polissacarideo HGD pode
possibilitar a exploracdo de alternativas farmacoldgicas interessantes, como
demonstrado na literatura. Gazzi e colaboradores (2020) demonstraram que €
possivel construir um gel de pectina e incorporar em sua estrutura nanocépsulas
contendo um farmaco especifico, podendo interagir com células tumorais de
melanoma (SK-MEL-28) que ali aderirem, modificando parametros de malignidade e
auxiliando no tratamento desse tipo de cancer (GAZZI et al., 2020). Assim, havendo
potencial acdo antitumoral da HGD, por exemplo, combinada com outro farmaco

antitumoral, o tratamento de pacientes oncol6gicos poderia ser aprimorado.



7 CONSIDERACOES FINAIS

A pectina extraida da casca do maracujd amarelo (Passiflora edulis) e
desesterificada alterou parametros de progressao tumoral, pois reduziu a proliferacéo
de células de melanoma (B16-F10) — nas concentracdes de 100 e 1000 pg/mL — e a
area de colbnias originadas a partir de uma Unica célula isolada — na concentracéo de
1000 pg/mL. No entanto, ela n&o alterou o ciclo celular nas concentragdes testadas.
Frente aos resultados obtidos, deve-se dar continuidade ao trabalho investigando
outros parametros de malignidade tumoral que possam ajudar a embasar 0S
resultados encontrados, como o ensaio de morte e adeséo celular. Ademais, deve-se
investigar a interferéncia do gel formado na concentracdo de 1000 pg/mL sobre a
densidade/proliferacdo dessas, bem como investigar o potencial uso do gel de pectina

em combinacdo com outras drogas para tratamento do melanoma.
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