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RESUMO

O melanoma é um tipo agressivo de cancer com incidéncia crescente em todo o
mundo. Os quimioterapicos estdo associados a diversos efeitos colaterais que
reduzem a qualidade de vida dos pacientes submetidos ao tratamento, o que promove
a procura por substancias bioativas alternativas as atualmente disponiveis. Logo, os
polissacarideos emergiram como potencial possibilidade. Baseado nisso, esta
pesquisa teve como objetivo avaliar in vifro a agao antitumoral de pectinas
provenientes da farinha do bagaco de Campomanesia adamantium e Campomanesia
pubescens (fragdo CPW) sobre células da linhagem de melanoma murino B16F10.
Os ensaios avaliaram a viabilidade, proliferagdo, capacidade migratéria, potencial de
formacéao de colénias e morte por apoptose ou necrose. Os resultados mostraram que
os polissacarideos nas concentragdes de 5 e 100 uyg/ml foram capazes de reduzir
significativamente a viabilidade das células tumorais (~20 a 40%, respectivamente,
em relagédo ao grupo nao tratado), com menor efeito citotoxico sobre células normais
(BALB/c 3T3) que o quimioterapico Doxorrubicina (p<0,05). A redugao da viabilidade
observada se deve pelo menos em parte a reducao da capacidade proliferativa das
células tumorais tratadas com as duas concentragdes polissacaridicas (~33 e 40%,
respectivamente). Também foi observado o efeito de redugdo da capacidade de
migragao das células tumorais (reducéo de ~8 e 12%, respectivamente), e reducao do
numero de novas colbénias formadas (~30 e 70%, respectivamente). No ensaio por
citometria de fluxo foi verificado que o tratamento com as duas concentragdes
polissacaridicas nao aumentou o numero de células mortas mas sim, o numero de
células viaveis, sugerindo estagnagao do ciclo celular. Juntos, os resultados indicam
que polissacarideos soluveis (pectinas) da farinha do bagago de guavira apresentam
importante atividade antitumoral, que pode vir a ser utilizada no tratamento do cancer.

Palavras-chave: Cancer; melanoma; antitumoral; pectinas; polissacarideos.



ABSTRACT

Melanoma is an aggressive type of cancer with increasing incidence worldwide.
Chemotherapy drugs are associated with several side effects that reflect on life quality
of patients under treatment, which promotes the research for alternative bioactive
substances for the currently available ones. Thus, polysaccharides emerged as a
potential possibility. Based on that, this research aimed to evaluate in vitro the
antitumor activity of pectins of Campomanesia adamantium and Campomanesia
pubescens (CPW fraction) pomace flour on cells of murine melanoma lineage B16F10.
The assays evaluated viability, proliferation rate, migratory ability, potential for colony
formation and death by apoptosis or necrosis. The results showed that
polysaccharides at concentrations of 5 and 100 ug/ml were capable of significantly
diminish the viability of tumor cells (~20 to 40%, respectively, in relation to the
untreated group), with less cytotoxic effect on normal cells (BALB/c 3T3) than the
chemotherapy drug Doxorubicin (p<0.05). The observed reduction in viability is due at
least in part to the effect on the proliferative capacity of tumor cells treated with the two
polysaccharide concentrations (~33 and 40%, respectively). Moreover, CPW fraction
diminished the ability of tumor cells to migrate (~8 and 12%, respectively), and the
number of new colonies formed (~30 and 70%, respectively). In the flow cytometry
assay, it was verified that the treatment with the two polysaccharide concentrations did
not increase the number of dead cells, but the number of viable cells, suggesting
induction of cell cycle arrest. Together, the results indicated that soluble
polysaccharides (pectins) from guavira pomace flour have important antitumor activity,
which may be applied for the treatment of cancer.

Keywords: Cancer; melanoma; antitumor; pectins; polysaccharides.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

1.1 CANCER

Ha cerca de 2,1 bilhdes de anos a vida no planeta cruzou um limiar: a
simplicidade dos seres unicelulares deu espago para uma complexa variedade de
formas e fungdes, inerente dos organismos multicelulares (PENNISI, 2018). A
proliferagdo e a diferenciagdo celular sdo processos biolégicos complexos que
possibilitaram a ascensdo da vida multicelular, tal qual conhecemos hoje. Esses
processos requerem, concomitantemente, o estimulo e a repressdo de inumeros
genes envolvidos no ciclo celular (NAVES, 2000). O controle da capacidade
proliferativa deve ser extremamente preciso, dado que erros nesse sistema podem
dar inicio a multiplicagdo descontrolada da célula, a qual sai da conformacéao usual de
seu tecido de origem, gerando um corpo estranho, um tumor (WEINBERG, 2014).

De acordo com Klein (2000), os tumores surgem através de um processo
evolutivo: o acumulo de alteragdes genéticas e epigenéticas e consequente
instabilidade genémica em uma unica célula podem afetar genes relacionados ao
crescimento e proliferacdo celular, ou inativar genes de controle, conhecidos como
genes supressores de tumor. O cancer é, portanto, uma doenga de base genética
(KHAN et al, 2016). As alteracbes genéticas e epigenéticas podem favorecer o
crescimento de clones e subclones cada vez menos responsivos aos mecanismos de
controle intra e extracelulares de crescimento e diferenciagdo (KLEIN, 2000), gerando
células que proliferam descontroladamente e perdem suas caracteristicas originais.
De acordo com o INCA (2020), “céancer” € o termo que se aplica a mais de 100
diferentes tipos de doencas. Estas podem ocorrer em qualquer tecido do corpo,
formando tumores benignos, limitados ao local de origem, ou tumores malignos,
capazes de migrar e se estabelecer em outros tecidos (NIH, 2021).

O impacto econdmico do cancer € significativo e estda aumentando. O custo
anual total da doenca em 2017 foi estimado em aproximadamente US$ 1,16 trilhdo
nos paises da américa latina (OPAS, 2018). Diversas iniciativas estdo sendo
desenvolvidas em todo o mundo tendo em vista a prevencéao e tratamento do cancer:
em 2022, o governo dos Estados Unidos langou o projeto Cancer Moonshot, cujo
objetivo € ampliar a divulgagao de dados e fomentar a pesquisa sobre o cancer (NIH,

2022). No Brasil, a campanha “Céancer, da pra prevenir?”, anunciada pelo INCA
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(2022), tem o propdsito de orientar a populagao sobre os fatores de risco relacionados
ao desenvolvimento da doencga.

Conforme Roy e Saikia (2016), o cancer foi uma das doengas mais temidas do
século XX e apresenta incidéncia crescente no século XXI. A projecao € de 24 milhdes
de novos casos e 13 milhdes de mortes até o ano de 2030, em todo o mundo (IARC,
2020). A partir da quarta década de vida, mortalidade é duas vezes maior em mulheres
e trés vezes maior em homens. A morbidade associada ao cancer esta relacionada
principalmente a exposicéo aos fatores de risco que englobam fatores enddgenos,
como a predisposigao genética, e fatores ambientais relacionados ao estilo de vida,
incluindo o tabagismo, consumo excessivo de bebidas alcdolicas, dieta
desbalanceada, sedentarismo, exposi¢do prolongada a radiagdo ultravioleta e
ionizante, além de infeccbes e parasitas (LEWANDOWSKA et al., 2019).

No Brasil, dados do ultimo levantamento realizado pelo Instituto Nacional do
Cancer, em 2020, estimaram a ocorréncia de 387.980 novos casos para o triénio de
2020-2022. O calculo global corrigido para o sub-registro, segundo MATHERS et al.
(2001), aponta a ocorréncia de 685 mil novos casos. O céancer de pele ndo-melanoma
€ 0 mais incidente, com 177 mil novos casos estimados. Dentre os demais tipos, o
cancer de prostata € o mais comum entre os homens e o cancer de mama € o de

maior incidéncia entre as mulheres (INCA, 2020).

ocalizagdo primaria Casos % Localizagdo primaria Casos

i:'-r-f;s-l-a-t-a“““““““““““-““-““““én-fr-.é:t-ﬂn"2-!5.-2-9-6 Mama feminina 66.280 29.7%

Célon e Refo 20540 91% Homens Mulheres Célon e Reto 20470 9.2%
Traqueia, Bronguio & Pulmao 17760 7.9% Colo do utero 16710 75%
Estémago 13360 59% Traqueia, Bronguio e Pulmao 12,440 56%
Cavidade Cral 11200 5.0% Glandula Tirecide 11950 54%
Esdfago 8690 39% Estdmago 7870 35%
Bexiga 7590 34% QOvario 6650 3.0%
Linfoma ndo Hodgkin 6580 29% Corpo do dtero 6540 29%
Laringe 6470 29% Linfoma ndo Hodgkin 5450 24%
Leucemias 5920 26% Sistema Mervoso Central 5230 23%

* Mimeros arredondados para milfiplos de 10

FIGURA 1 - Tipos de cancer com maior incidéncia entre 2020-2022: distribuicao dos tipos de cancer
mais incidentes estimados para o triénio 2020-2022, no Brasil, por género. Com excec¢ao do cancer de

pele ndo-melanoma (FONTE: Instituto Nacional do Cancer — INCA, 2020).

Atualmente, o cancer € a segunda principal causa de morte no pais, atras
apenas dos Obitos relacionados a doencas cardiovasculares. A distribuicdo da

incidéncia varia de acordo com a regiao geografica: a regido Sudeste concentra mais
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de 60% dos casos, seguida pelas Regides Nordeste (27,8%) e Sul (23,4%). Existe
também grande variag&o nos tipos de cancer entre as diferentes regides do pais. Nas
regides Sul e Sudeste, o padrao da incidéncia mostra a predomiancia dos canceres
de prostata e mama feminina, bem como o de pulméao e de intestino. A regidao Centro-
Oeste incorpora em seu perfil o cancer do colo do utero e o de estbmago entre os
mais incidentes. Nas regides Norte e Nordeste, a incidéncia de cancer de colo de utero
e de estdbmago tem impacto importante, apesar de também apresentarem os canceres
de prostata e mama feminina como principais nessa populagao. A regiao Norte é a
unica do pais onde as taxas de cancer de mama e colo do utero se equivalem entre
as mulheres (INCA, 2020).

1.2 PROGRESSAO TUMORAL E METASTASE

Em 2000, Hanahan e Weinberg publicaram o influente artigo “The hallmarks of
Cancer”, no qual a complexa biologia tumoral foi sumarizada em seis principais
caracteristicas: 1) autossuficiéncia em sinais de crescimento; 2) insensibilidade a
sinais antiproliferativos; 3) capacidade de evasao da apoptose; 4) potencial replicativo
ilimitado; 5) angiogénese sustentada e 6) potencial invasivo e metastatico. De acordo
com Fouad e Aanei (2017), o surgimento do cancer € um processo dinamico,
dependente de alteragbes genéticas e/ou epigenéticas e da interagcdo das células
transformadas com o tecido no qual estéo inseridas. A carcinogénese pode se iniciar
ou terminar durante o tempo de vida de uma célula e as caracteristicas (hallmarks)
podem emergir ao longo dessa jornada.

Nos tecidos, as células sdo cercadas pela matriz extracelular e por células
estromais — estes componentes celulares e ndo celulares, juntamente com as células
tumorais, compdem o microambiente tumoral. A interagao entre células e moléculas
da matriz extracelular ocorre por intermédio de receptores e € necessaria para a
adesao e sinalizagao celular, regulando processos como a proliferagao, diferenciagao,
migracéao e apoptose (WINKLER et al. 2020), logo, desempenha papel critico também
na progressao tumoral (WANG et al., 2017). Assim sendo, as caracteristicas inerentes
das células tumorais ndo existem isoladamente, mas subsistem em um rico
microambiente, integrado por fibroblastos, células endoteliais, pericitos, células
imunitarias e moléculas da matriz extracelular (PIETRAS e OSTMAN, 2010).
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O primeiro passo na progressado tumoral é a invasdo do estroma local e do
parénquima de tecidos vizinhos (DONGRE e WEINBERG, 2019). A medida que as
células tumorais se proliferam, o microambiente tumoral co-evolui para um estado
ativo, por meio de sinalizagao paracrina dinamica e bilateral, entre células e estroma;
um dos efeitos dessa sinalizagdo € a diferenciacdo dos fibroblastos estromais em
fibroblastos associados ao cancer (do inglés — Cancer associated fibroblasts ou
CAFs). A tumorigénese, a invasao de tecidos subjacentes e 0 processo de metastase
dependem de modificagdes quimicas e fisicas na estrutura da matriz extracelular que
sao resultados de diferentes mecanismos de remodelagao, incluindo alteragdes na
deposigdo e composicdo dos componentes da matriz, secretados principalmente
pelos CAFs. Células tumorais, CAFs e células imunitarias presentes no microambiente
tumoral secretam proteases especificas, denominadas metaloproteinases de matriz
(MMPs), capazes de degradar componentes da matriz extracelular. A degradagao
proteolitica da matriz pode ter agdo pro-tumorigénica: a agao das proteases degrada
a matriz tecidual normal, a qual € gradualmente substituida por matriz tumoral, além
de facilitar a mobilidade celular e liberar fatores de crescimento antes ligados as
moléculas da matriz. Os fatores de crescimento, por sua vez, estimulam ainda mais o
crescimento e proliferagao tumoral. Todas essas modifiagdes tém como objetivo criar
uma matriz de suporte para a progressao tumoral que ativamente contribua para a
patologia da doenca (WINKLER et al. 2020).

A “cascata de invasao e metastase”, descrita por Dongre e Weinberg (2019),
representada na Figura 2, descreve o comportamento das células que saem do local
primario do tumor e, por fim, formam colénias metastaticas em tecidos a distancia.
Segundo esses autores, apds a invasao do estroma adjacente, o processo seguinte
corresponde ao intravasamento de células tumorais pelos vasos sanguineos préximos
ao tumor e sua disseminacao pela circulacado. As células capazes de sobreviver ao
estresse circulatorio podem extravasar para o parénquima de outros tecidos e,
gradualmente, recrutar células e moléculas da matriz extracelular deste novo tecido,
formando colbnias metastaticas. A colonizagdo de tecidos a distancia do local de
origem do tumor representa o ultimo passo da progresséo tumoral e esta associado a

mais de 90% da mortalidade associada ao cancer.
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FIGURA 2 — Cascata de invasao e metastase. (a) A proliferacéo celular no nicho tumoral primario
modifica a matriz extracelular, principalmente pela liberagdo de metaloproteinases. Essas células
rompem a membrana basal e invadem tecidos ao redor do local de origem, com o recrutamento de
células estromais. A movimentagdo das células tumorais é favorecida, (b) ocorre o intravasamento
pelos vasos sanguineos cincundantes e (c) as células passam para a corrente sanguinea. Aquelas que
sdo capazes de sobreviver ao estresse circulatério podem extravasar para tecidos a distancia do tumor
primario (d) e formar colénias metastaticas que compdem um novo microambiente tumoral (e) (FONTE:
adaptado de Winker et al. 2020).

1.3 FISIOPATOLOGIA DO MELANOMA

Dentre os canceres que acometem a pele, o melanoma é o que apresenta
menor incidéncia, porém, gera preocupacao devido a seu elevado potencial
metastatico. A mortalidade relacionada ao melanoma cutaneo chega a 65% (PAVRI
et al.,, 2016). Nos ultimos anos, ao mesmo tempo em que a incidéncia de diversos
tipos de tumores esta decaindo, a ocorréncia de melanoma esta aumentando com
mais intensidade que qualquer outro tumor soélido (RASTRELLI et al., 2014).

O melanoma cutédneo € o tumor resultante da transformacédo maligna e
proliferacdo descontrolada de melandcitos, presentes no estrato basal da epiderme.
Os melanécitos sao células derivadas da crista neural, responsaveis pela produgao
de dois tipos de pigmentos: a eumelanina e a feomelanina (WAGSTAFF et al. 2022).
Os queratindcitos, também presentes no estrato basal, produzem o horménio
estimulante de melandécitos (MSH) que induz a proliferagdo dos melandcitos e a

liberagao de melanina (LEONARDI et al., 2018). Apés a melanogénese, a melanina é



17

transportada para os queratinécitos por organelas especializadas denominadas
melanossomos. Os melanossomos sdo estrategicamente distribuidos para os
queratinécitos com maior exposi¢cao aos raios ultravioletas (UV), onde a melanina
desempenha papel protetivo pela absorg¢ao da luz e prevencgao de possiveis danos ao
DNA, atuando como escudo contra a radiagao UV (WAGSTAFF et al. 2022).

O surgimento e progressao do melanoma esta representada na figura 3: os
nevos sdo neoplasias melanociticas benignas, enquanto os nevos displasicos ou
atipicos sao considerados lesdes precursoras de melanoma cutaneo (REZZE; LEON;
DUPRAT, 2010).

Pele Normal Mevos Nevo Displdsico Melanoma in situ Melanoma invasivo
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FIGURA 3 - Surgimento e progressao do melanoma. Imagens clinicas e representagdes das etapas
de transformacgéo da célula normal em um tumor invasivo (FONTE: Franco, Y. L., 2022/ adaptado de
Shain e Bastian, 2016).

A transformacao maligna dos melandcitos pode ocorrer de duas maneiras: por
influéncia direta dos raios UV, principalmente os de espectro UV-A, capazes de lesar
o DNA e induzir mutagdes em proto-oncogenes e/ou genes supressores tumorais; ou
predisposi¢ao genética, relacionada com a formagao de nevos benignos que, em mais
de 80% dos casos, abrigam mutacdes no gene BRAF, responsavel pela expressao da
proteina B-Raf, componente da via de sinalizagdo ativada por mitégeno (MAPK),
superativa em diversos tipos de cancer. Esses nevos permanecem latentes gragas a
vigilancia imunolodgica; no entanto, os raios UV podem determinar o aparecimento de
mutag¢des genéticas adicionais, modular a resposta imune, aumentar a produgao de
fatores de crescimento e levar a transformacao maligna dos nevos (LEONARDI et al.,
2018).

De acordo com Wagstaff e colaboradores (2022), apesar dos raios UV serem

capazes de induzir a malignizagao de melandcitos, apenas uma pequena parcela dos
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melanomas esta relacionado a exposicdo a radiagao ultravioleta. Clinicamente,
existem quatro subdivisdes do melanoma: melanoma extensivo superficial, o tipo mais
comum; melanoma nodular, o subtipo mais agressivo; melanoma lentigo, o principal
em pacientes idosos; e melanoma lentiginoso acral, a forma mais rara da doenga e o
unico subtipo n&o associado a exposicéo solar (SCHADENDOREF et at., 2018). Dentre
os fatores de risco apontados por Wagstaff e colaboradores (2022), estao a presenca
de sardas, nevos e o historico familiar da doencga. A pele clara também é um fator de
risco dado que menos melanina é produzida pelos melandcitos, reduzindo a protecao

contra danos causados pelos raios UV.

1.4 TRATAMENTOS E PRODUTOS NATURAIS

Nos ultimos 20 anos, o crescente conhecimento acerca da biologia molecular
e tumoral mudou notavelmente os paradigmas do tratamento do céncer -
antigamente, o cancer era classificado e tratado apenas de acordo com os 6rgaos de
origem e suas caracteristicas histomorfoldgicas, aplicando-se uma grande gama de
agentes citotoxicos sem alvo molecular especifico (ZUGAZAGOITIA et al., 2016).
Essa falta de especificidade para células tumorais esta associada aos efeitos
colaterais observados durante o tratamento quimioterapico, capaz de afetar células
normais de rapida proliferacdo, como as células epiteliais, sanguineas, células da
medula 6ssea, trato gastrointestinal e rins (SCHIRRMACHER, 2019). A quimioterapia
€ o protocolo de tratamento mais utilizado e, apesar de apresentar bons resultados
quanto ao controle da proliferagao das células tumorais, sua falta de especificidade
esta associada a inumeros efeitos colaterais como alopecia, sonoléncia, vémito,
parestesia, espasmos, imunossupressao, ataxia e infertilidade (CONDORELLI, 2018),
além de possivel resisténcia medicamentosa durante o decorrer do tratamento
(ZUGAZAGOITIA et al., 2016). A Doxorrubicina (DOX) € uma antraciclina, incorporada
aos regimes quimioterapicos em meados dos anos 1970 e até os dias atuais €
amplamente utilizada para o tratamento de diversos tipos de tumores. Apesar da sua
eficacia antitumoral, a falta de especificidade da DOX a torna altamente danosa para
as células normais mesmo em baixas concentragcdes, sendo a cardiotoxicidade o
principal efeito colateral relacionado a este medicamento (AL-MALKY; AL HARTHI;
OSMAN, 2020). Um estudo publicado em 1987 por Spittle ja destacava a necessidade
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de controlar os efeitos adversos da quimioterapia, objetivando melhora na qualidade
de vida do paciente em tratamento.

Outras opgdes de tratamento incluem a cirurgia excisional, radioterapia,
terapia hormonal e imunoterapia, a depender do tipo, localizagédo e estagio de
desenvolvimento da doenga. Em alguns casos, o plano de tratamento engloba mais
de um método, a fim de se obter o maximo de eficiéncia no controle das células
doentes (WANG et al., 2018).

Conforme Onitilo & Wittig (2020), melanoma diagnosticado em estagio
avancado ou metastatico apresenta prognostico ruim quando tratado com
quimioterapicos tradicionais, sendo o tempo de sobrevida de apenas seis a oito meses
para estes pacientes. Uma possivel alternativa de tratamento para estes quadros é a
imunoterapia. Uma das fungdes do sistema imunolégico € monitorar e destruir células
que apresentem proliferagcado aberrante e isto € possivel gragcas a mecanismos que
garantem a ativagao e inativacdo adequadas das células imunitarias. As células
imunitarias presentes no microambiente tumoral podem atuar de maneira dual,
suprimindo ou favorecendo o desenvolvimento do tumor (LAZAROFF; BOLOTIN,
2022). O melanoma é conhecido como uma malignidade “altamente imunogénica”
(PASSARELLLI, et al., 2017), o que o torna alvo em potencial para a imunoterapia, que
atua bloqueando as interagdes celulares que atenuam a resposta imunolégica do
hospedeiro e favorecem o crescimento das células tumorais. Apesar dos bons
resultados obtidos, diversos pacientes apresentam resisténcia primaria ou
desenvolvem resisténcia ao tratamento apds periodo inicial de resposta. Além disso,
a imunoterapia, bem como a quimioterapia, esta relacionada ao desenvolvimento de
diversos efeitos colaterais, como psoriase, lupus eritomatoso, vitiligo, enterocolite,
hepatite, entre outros (LAZAROFF; BOLOTIN, 2022).

A gravidade dos efeitos colaterais dos tratamentos contra o cancer vem
mudando o foco de diversas pesquisas com a intengdo de encontrar substancias
antitumorais alternativas, cujos efeitos colaterais sejam minimos ou inexistentes
(WEELDEN et al., 2019).

Produtos naturais e seus derivados sado fontes de matéria-prima para
aproximadamente 60% dos agentes quimioterapicos aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA), incluindo a Vincristina e Vimblastina (CARVALHO et al., 2019);
estes produtos sao provenientes de alcaloides de Catharanthus roseus, popularmente

conhecida como vinca (MARTINO et al., 2018). A utilizagdo de plantas como fontes
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medicinais € uma pratica milenar, presente na cultura de povos nativos de todas as
partes do globo e passada de geragao para geracdo. A partir dessas plantas sao feitos
chas, gargarejos e garrafadas, costumes corriqueiros até os dias de hoje. Atualmente,
além da aplicagao empirica, essas plantas vém sendo fontes de pesquisas e utilizadas
como matéria-prima para o desenvolvimento de farmacos (SILVA, 2020). As principais
vantagens da utilizacdo de produtos naturais comparados aos sintéticos incluem:
menor gasto de desenvolvimento, acessibilidade ampliada e potencial redugao de
possiveis efeitos colaterais (WEELDEN et al., 2019). A revisdo publicada por Sun e
colaboradores em 2019 apontou as principais vias de sinalizacdo moduladas por
produtos derivados de plantas em células tumorais. Dentre as substéncias naturais
destacam-se os polifendis, alcaloides, saponinas e polissacarideos, capazes de
influenciar vias relacionadas com a morte celular por apoptose, mecanismos de
proliferacdo, invasao e metastase. Os autores ainda apontam que as pesquisas mais
atuais relacionadas a determinacdo da estrutura dos compostos naturais
desempenham papel critico no desenvolvimento de medicamentos com maior
especificidade para as moléculas-alvo, o que seria capaz de reduzir os efeitos

colaterais relacionados ao tratamento quimioterapico ja empregado.

1.5 ATIVIDADE ANTITUMORAL DAS PECTINAS

As pectinas sao o segundo tipo de polissacarideos mais abundantes na parede
celular de plantas terrestres. Sao importantes fontes de fibras dietéticas, amplamente
utilizadas na industria como ingrediente funcional de alimentos processados e como
agente geleificante e estabilizante (MAXWELL et al., 2012). A variada gama de
possibilidades de utilizacdo das pectinas se deve a sua estrutura dindmica: € um
polissacarideo aniénico, composto por residuos de acido galacturénico (GalA) ligados
a uma variedade de monossacarideos neutros, como ramnose, arabinose e galactose
(AMARAL et al., 2019). Dessa maneira, pode-se dizer que as pectinas sdo cadeias
irregulares de carboidratos: o esqueleto (“core” ou “backbone”) é formado por acido
galacturdnico, contendo uma porgdo insoluvel, acompanhada de galactanas,
arabinanas e arabinogalactanas do tipo | e Il. A macromolécula inclui
homogalacturonana (HG), ramnogalacturonana | e Il (RG-l e RG-Il) e
xylogalacturonana (XG), sendo a HG o principal componente da cadeia linear e RG-l,

o principal constituinte das ramificagcbes (Figura 3). As ramificacbes sé&o
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caracterizadas por ampla variedade estrutural, determinada pelos residuos de
monossacarideos das cadeias laterais citados acima e o tipo de ligagédo presente entre
eles (ZAITSEVA et al., 2020).

Arabinan

Homogalacturonan (HG) N |
Xylogalacturonan (XG)

Rhamnogalacturonan Il (RGII)

O Galacturonic Acid © Apiose

© Rhamnose © Aceric Acid . '
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@ Arabinose O Glucuronic Acid
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FIGURA 4 — Representacao de estruturas possiveis das pectinas (FONTE: MAXWELL et al., 2012).

Em estudo desenvolvido por Guo e colaboradores (2022), diversos
polissacarideos naturais, isolados de diferentes fontes como cogumelos, algas e
plantas demonstraram potencial antioxidante e antitumoral sem a manifestacéo de
efeitos colaterais. No decorrer da ultima década, mais de cem polissacarideos vém
sendo investigados in vitro e in vivo, exibindo potencial antitumoral contra diversas
linhagens celulares. A atividade imunomodulatéria também foi evidenciada e possui
relevancia significativa ndo apenas pela melhora na defesa do corpo contra células
tumorais, mas também por possibilitar a utilizacédo de polissacarideos em conjunto
com agentes quimioterapicos convencionais, diminuindo a imunossupressao causada
pelos farmacos (KHAN et al., 2019).

Na revisao realizada por Yue e colaboradores (2022), s&o retratadas inumeras
pesquisas que demonstraram o potencial antitumoral de pectinas e a relagdo entre o
efeito observado e as caracteristicas estruturais dos polissacarideos testados. De
acordo com os autores, as fontes vegetais de origem e os métodos de extragao
propiciam uma farta variedade de estruturas quimicas, que se diferenciam de acordo
com a composicdo monossacaridica, ligagdes glicosidicas e grau de metilagcdo e

acetilacao, que refletem seus efeitos biologicos.
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Diversas evidéncias apontam que a atividade antitumoral das pectinas esta
relacionada com a ligagdo ou inibicdo da Galectina 3 (Gal-3) (YUE et al., 2022). Gal-
3 é uma proteina da familia das lectinas associada a processos de adesao,
proliferagcao, diferenciagcédo, angiogénese e metastase em diversos tumores, incluindo
o melanoma (BROWN et al., 2012). Ainda de acordo com Yue e colaboradores (2022),
as possiveis agdes inibitérias das pectinas sobre a Gal-3 estao relacionadas, dentre
outros, com o conteudo de acido galacturénico. A pectina em estudo foi isolada por
Schneider, lacomini & Cordeiro (2019), indicando a presenca de polissacarideos ricos
em arabinana, cadeias de HG com alto grau de metilesterificacao (90%) e unidades

B-L-Araf, cuja ocorréncia € escassa na literatura.

1.5.1 Campomanesia

O género Campomanesia, pertencente a familia Myrtaceae, possui
aproximadamente 30 espécies, 24 delas encontradas no Brasil (Figura 4). As espécies
Campomanesia adamantium e Campomanesia pubescens, também conhecidas como
guavira ou guabiroba-do-campo, sdo amplamente encontradas no cerrado brasileiro,
tendo como principais locais de cultivo as cidades de Aquidauana, Bonito, Campo
Grande, Dourados e Ponta Pora. A polpa da guavira € bastante valorizada na industria
alimenticia, sendo utilizada para a produgédo de sucos e geléias. Apesar da casca,
restos de polpa, pedunculo e sementes serem considerados lixo agroindustrial, uma
fracdo deste residuo contendo polissacarideos apresentou importante efeito
antioxidante (SCHNEIDER et al., 2019).

FIGURA 5 — Campomanesia (FONTE: Flora do Brasil, 2022).
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A maior parte dos estudos envolvendo C. adamantium e C. pubescens testaram
os efeitos bioldgicos de extratos obtidos com diferentes solventes e os compostos
fendlicos neles encontrados, mas nao de polissacarideos isolados da planta. Os
estudos descritos a seguir mostram isso. Espécies pertencentes ao género
Campomanesia geram extratos com atividade antiinflamatdria, antidiarreica,
antisséptica e antioxidante, atribuidas, principalmente, a presenca de compostos
fendlicos, flavonoides, chalconas e carotenoides (MARTELLO et al., 2016), além de
presenca de conteudo mineral, fibras alimentares e substancias bioativas, como a
vitamina C, importante micronutriente envolvido em diversas fungbes bioldgicas dos
organismos. Os flavonoides sdo compostos fendélicos com capacidade de eliminagao
de radicais livres e inibicdo da peroxidacdo lipidica pelas espécies reativas de
oxigénio. A presenca de flavonoides na dieta humana pode reduzir o risco de
desenvolvimento de canceres e tumores (VISCARDI et al., 2016). Segundo Lima e
Silva et al. (2018), o interesse nutricional nos compostos fendlicos se deve a grande
contribuicdo dos fitoquimicos para a saude humana, exibindo amplo espectro de
propriedades  farmacoldégicas, incluindo  atividades  quimioprotetoras e
quimioterapicas. Em estudo desenvolvido por Cardozo e colaboradores (2018),
extratos obtidos das folhas de diferentes espécies de Campomanesia apresentaram
efeitos benéficos para a saude, incluindo atividade antiulcerogénica, antiprotozoaria,
anti-inflamatdria, antioxidante e antiproliferativa em modelos animais e ensaios in vitro.
Estes resultados corroboram a pesquisa realizada por Martello et al. (2016), em que
o extrato hidroalcodlico de folhas de Campomanesia adamantium diminuiu danos ao
DNA e aumentou taxa de apoptose sem se mostrar toxico as células normais. Lima e
Silva et al. (2018), ao avaliarem a capacidade antiproliferativa de extratos da polpa e
casca da guavira contra células da linhagem B16F10, observaram, in vitro, atividade
antitumoral do género Campomanesia contra a linhagem celular de melanoma.

Quanto aos efeitos das fibras alimentares (polissacarideos) obtidas de frutos de
Campomanesia adamantium e Campomanesia pubescens, além do estudo publicado
por Schneider et al. (2019) mencionado acima, estudo in vivo, desenvolvido por Zulin
(2019) no Laboratorio de Metabolismo Celular da Universidade Federal do Parana,
reportou a capacidade imunomoduladora e antitumoral em ratos portadores de tumor
de Walker-256, suplementados com farinha do residuo do fruto de guavira. Os

resultados obtidos neste estudo in vivo, juntamente com os efeitos bioldgicos
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observados por Schneider et al. (2019), nos impulsionaram a investigar se
polissacarideos obtidos do residuo agroindustrial (farinha do bagaco) de C.
adamantium e C. pubescens apresentam efeito antitumoral e quais mecanismos

estariam envolvidos nas possiveis respostas celulares.

1.6) JUSTIFICATIVA

O cancer é uma das principais causas de morte e se enquadra como um
problema de saude publica em todo o mundo. Apesar dos esforgos observados acerca
do desenvolvimento de farmacos que possibilitem a cura e o aumento da taxa de
sobrevida de pacientes acometidos, os tratamentos hoje existentes sdo custosos e
causam diversos efeitos colaterais que impactam significativamente a qualidade de
vida dos portadores da doencga. Ainda, a exposi¢cao prolongada aos quimioterapicos
convencionais pode levar a resisténcia medicamentosa e estes perdem o potencial
terapéutico. Frente a isso, grande mobilizagdo do meio cientifico vem ocorrendo com
a finalidade de se obterem substancias eficazes, acessiveis e com menor
citotoxicidade contra as células normais. Neste quadro, encontram-se as pesquisas
envolvendo produtos oriundos de fontes naturais.

Nos ultimos anos, a relacao direta entre o consumo de fibras alimentares e
diversos beneficios a saude evidenciou a importancia das pectinas nos campos
preventivo e terapéutico, e estas macromoléculas ascenderam no rol de substancias
investigadas. A diversidade da flora brasileira e o fato de que grande quantidade de
plantas nativas ainda néo foi investigada aumentam as possibilidades destas
pesquisas. O cerrado € o segundo maior bioma da América do Sul, considerado a
savana mais rica em diversidade do mundo (ICMBIO, 2021). No presente estudo, além
da utilizacdo de uma planta nativa do cerrado, foram testados polissacarideos
provenientes de restos agroindustriais compostos por porgdes da fruta, como casca,
restos de polpa, pedunculo e sementes, que sdo normalmente descartados, gerando
toneladas de residuos por ano.

Sabe-se também que frutas sao ricas fontes de pectinas que apresentam
diversas atividades biologicas descritas na literatura, como atividade antitumoral.
Deste modo, o presente estudo teve como objetivo avaliar in vitro a atividade de

pectinas provenientes da farinha do bagaco (residuo agroindustrial) de frutos de
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Campomanesia adamantium e Campomanesia pubescens sobre o modelo

experimental de células de melanoma murino.
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2 OBJETIVOS

2.1) Obijetivo geral

Avaliar in vitro o efeito antitumoral de polissacarideos soluveis obtidos da
farinha de bagaco de guavira sobre células de melanoma murino B16F10.

2.2) Objetivos especificos

Na presencga da fragao polissacaridica, avaliar as células tumorais quanto a
(ao):
- Viabilidade;
- Potencial proliferativo;
- Capacidade de migracgao;
- Capacidade de formacao de colbnias;

- Percentual de células mortas por apoptose ou necrose.
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3 MATERIAL E METODO

3.1) Desenho experimental

Fracio de Campomanesia . ———
contendo polissacarideos Viabilidade Celul:
B16F10

Balb/c 313
Lo 1610
: 2,5ug/ml
Estudo piloto Sug/mi — !
Concentracdes | gracao cel
10ug/ml 43 horas —
Tempo de tratamento Soug/mi I B16F10
100ug/ml Qrmacan ae colon
T

No presente estudo, estiveram sob investigagcdo os polissacarideos soluveis
provenientes da farinha do bagacgo de guavira, constituida por restos de casca, polpa,
pedunculo e sementes das espécies Campomanesia adamantium e Campomanesia
pubescens. A farinha foi fornecida ao Departamento de Bioquimica da Universidade
Federal do Parana por pesquisadores da Universidade de Campinas (UNICAMP). A
fracdo CPW (Campomanesia water extraction) obtida € constituida por pectinas, mais
especificamente por homogalacturonana altamente metilesterificada, arabinana com
unidades de B-L-Arabinofuranose, e arabinogalactana (Schneider ef al., 2019).

As concentragdes inicialmente avaliadas foram de 0O; 1; 2,5; 5; 10; 50; 100 e
800 pg/ml, sobre as linhagens celulares B16F10 (melanoma murino) e Balb/c 3T3
(fibroblastos normais murinos). Estudo piloto foi inicialmente desenvolvido para
determinar o tempo de tratamento e as concentracbes que seriam avaliadas nos
demais ensaios. Apds avaliagdo dos resultados obtidos, o tempo estipulado para
exposicao das células ao tratamento foi definido em 48 horas e todas as
concentragdes primeiramente avaliadas foram mantidas para o ensaio de viabilidade
celular. Os ensaios de proliferacdo, migracdo, formagado de colénias e morte por
apoptose ou necrose decorreram com a utilizagdo das concentragdes de 5 e 100
pg/ml.

Para avaliacdo da citotoxicidade das fracbes em suas variadas

concentragdes, as mesmas analises de viabilidade celular foram aplicadas em modelo
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de células normais (células Balb/c 3T3 — fibroblastos murinos) e, com o objetivo de
avaliar os resultados de viabilidade com substancias ja descritas na literatura, o
quimioterapico Doxorrubicina foi empregado como controle positivo para o primeiro

ensaio.

3.2) Cultivo celular e tratamento com os polissacarideos

Foram empregadas duas linhagens celulares para o desenvolvimento deste
trabalho: a linhagem B16F10 — melanoma murino; e Balb/c 3T3 — fibroblastos normais
murinos), ambas advindas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células
foram cultivadas em meio de cultura liquido do tipo RPMI 1640 (Gibco), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativo e estéril (LaborClin) e 1% antibidtico
(Penicilina e Streptomicina 10.000 U/ml - Gibco) . As células foram incubadas para
fixagdo durante 24 horas, em estufa com controle de temperatura (37°C), umidade
(95%) e CO2 (5%). Para os posteriores ensaios, as células foram desaderidas da placa
inicial através da acéo enzimatica de Tripsina 0,25% (Gibco), durante cinco minutos.
As células foram cultivadas na densidade requerida para cada ensaio, estipulada
pelos protocolos e contadas em Camara de Neubauer. Decorridas 24 horas da
transferéncia das células para as placas dos ensaios, o tratamento com a fragéo
polissacaridica foi realizado. Os polissacarideos foram cedidos pela professora
Lucimara Mach Cértes Cordeiro, do Departamento de Bioquimica da Universidade
Federal do Parana. A fragao CPW foi diluida em RPMI 1640, suplementado com 10%
de SFB e 1% de antibidtico, a fim de se obter as concentracbes utilizadas nesta

pesquisa.

3.3) Estudo piloto

O tempo de tratamento e as concentragdes foram definidos levando em
consideragao os dados obtidos nos ensaios iniciais de viabilidade celular com Neutral
red (descrito abaixo). Foram selecionadas cinco concentragdes, sendo elas 0, 1, 2.5,
5, 10, 50, 100 e 800 pg/ml, tratadas durante trés tempos diferentes: 24, 48 e 72h.
Células B16F10 e Balb/c 3T3 foram submetidas ao ensaio. Todas as oito
concentracgodes iniciais foram empregadas no segundo ensaio de viabilidade (método

de Alamar Blue®) para confirmagao dos resultados do estudo piloto com Neutral red.
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A melhor reprodutibilidade dos resultados em ambos os ensaios de viabilidade foi

obtida no tempo de tratamento de 48 horas.

3.4) Viabilidade celular

Os ensaios colorimétricos de Vermelho neutro (Neutral red) e Alamar blue®
foram realizados para avaliacdo da viabilidade celular. As células das linhagens
B16F10 e Balb/c 3T3 foram cultivadas em placas de 96 pocos, respeitando a
densidade ideal para cada linhagem (5x10? células/pogo para a linhagem B16F10, e
2x1032 células/pocgo para a linhagem Balb/c 3T3). Apds incubacao de 24 horas para
fixagao celular, os pogos foram separados em grupo controle (ndo tratados) e tratados
com a fragao polissacaridica nas concentragdes de 1 ug/ml, 2,5 yg/ml, 5 pg/mi, 10
pg/ml, 50 pyg/ml, 100 pg/ml e 800 ug/ml. Para avaliagdo da viabilidade celular, foi
utilizado o quimioterapico Doxorrubicina (DOX) como controle positivo, considerando
que existem diversos dados na literatura sobre sua citotoxicidade. A Doxorrubicina foi
utilizada nas concentragdes de 1 ug/ml e 2,5 ug/ml. As analises foram procedidas 48h

apos o tratamento.

3.4.1) Vermelho neutro

O ensaio com Vermelho neutro (3-amino-7-dimethyl-amino-2-
methylphenazine hydrochloride) é baseado na capacidade de células viaveis de
incorporar o corante neutral red (NR) nos lisossomos. O ensaio seguiu 0 método
proposto por Repetto et al (2008). Os pogos foram aspirados para retirada de todo
meio de cultura com os tratamentos, seguido de adi¢do da solugéo de NR 0,04 mg/ml
centrifugada, sem adi¢cao de SFB. As células em solug&o foram incubadas por 2 horas
em estufa a 37°C e 5% de CO2. Apds o periodo de incubagao, os pogos foram
novamente aspirados e receberam a solucdo de extragdo contendo etanol/acido
acético 50%/1%. As placas foram agitadas em agitador de placas por 10 minutos e
em seguida a absorbancia foi avaliada a 540 nm (endpoint) em equipamento TECAN
Infinite M200.

3.4.2) Alamar blue®
O reagente de vitalidade celular Alamar blue® (Invitrogen™) consiste em uma
solucéao pronta para uso a base de resazurina. A resazurina € um reagente de cor azul

que é reduzido em resorufina nas mitocondrias de células vivas. A resorufina, por sua
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vez, apresenta cor vermelha altamente fluorescente, permitindo a quantificagao de
mudancgas na viabilidade tanto por absorbancia quanto por fluorescéncia. Para este
ensaio, foi seguido o protocolo proposto por Kumar; Nagarajan; Uchil (2018). As
células das linhagens B16F10 e Balb/c 3T3 foram cultivadas em placas escuras de 96
pocos, respeitando a densidade ideal para cada linhagem (5x10? células/pogo para a
linhagem B16F10, e 2x102 células/poco para a linhagem Balb/c 3T3). Apds o tempo
de tratamento, os pocos foram aspirados para completa remocédo do meio contendo
os polissacarideos. Foram adicionados 180 ul de meio de cultura sem soro fetal bovino
a cada pocgo contendo as células, seguido de 20 ul da solugao de Alamar blue®. Neste
momento, foi adicionado um grupo controle contendo apenas a solugao de Alamar
blue®. As células foram incubadas pelo periodo de 3 horas em estufa com
temperatura, umidade e CO2 controlados. Apds o tempo de incubacgao, a fluorescéncia
de cada poco foi avaliada no equipamento TECAN Infinite M200, com comprimento
de onda de excitagdo de 560 nm e de emissao de 590 nm. Os resultados foram obtidos
pela subtracdo da fluorescéncia dos pogos com células do pogo controle, contendo

apenas Alamar blue®.

3.5) Proliferacao celular

A ensaio de Cristal Violeta (CV) seguiu o protocolo proposto por Bonnekoh et
al. (1989), no qual as ceélulas aderidas ao fundo da placa sao fixadas e posteriormente
coradas pelo corante cristal violeta, capaz de se acumular no nucleo e interagir com o
DNA nuclear e proteinas. No momento da analise os pogos foram aspirados para
retirada de todo meio de cultura e tratamentos, e lavados duas vezes com PBS
(Phosphate-buffered saline). As células foram fixadas em solugdo PFA
(Paraformaldeido) 4% durante 10 minutos. Apds a retirada do agente fixador, as
células foram permeabilizadas em Metanol 2% por 10 minutos e entdo coradas com
indicador metabdlico Cristal Violeta (Merck® K91423040033). O corante foi eluido das
células por solucao de citrato de sddio. A leitura da absorbancia foi avaliada apés 24,
48 e 72h de tratamento, a 590 nm (endpoint) em equipamento TECAN Infinite M200.

3.6) Analise de migragéao celular
O ensaio de migracgao celular ou “scratch” seguiu uma adaptacao do proposto
por Liang, Park e Guan (2007). Este método é baseado na observacgao de que, apos

a criacdo de uma “lacuna” em uma monocamada de células, as células da borda se
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moverao em dire¢cao a abertura, preenchendo a lacuna, até que novos contatos célula-
célula sejam estabelecidos. Foram realizados dois plaqueamentos: o primeiro em
placa de 24 pocos, onde as células foram tratadas com a fragéo de polissacarideo
durante 48 horas. Ap6s o tempo decorrido, as células foram desaderidas com o auxilio
de Tripsina 0,25% e novamente cultivadas, agora em placa de 96 pogos, na densidade
de 2x103 células por pogo. Neste momento, o0 meio de cultura utilizado continha 10%
de soro fetal bovino (SFB) e as células permaneceram nesta solu¢ao durante 4 horas.
O meio de cultura contendo 10% SFB foi descartado e novo meio, agora com 0,1%
de SFB foi adicionado, para que a proliferacao celular estimulada pela concentragao
de soro fetal bovino nao interferisse na analise de migragéo das células. A placa foi
incubada durante 24 horas. Apds isso, a monocamada celular foi riscada, formando
uma lacuna ou scratch (“ferida”, da traducgao literal) com o auxilio de ponta de pipeta
de 10 ul. O meio de cultura foi descartado, os pogos lavados duas vezes com PBS
para a retirada de células soltas e foram adicionados 200 pl de meio de cultura
contendo 0,1% de SFB a cada pogo. Os pogos foram fotografados para registro do
tempo zero. Apos este processo, as células foram novamente fotografadas nos
periodos de 12, 24 e 48 horas apds a criagao da lacuna. A distancia das bordas foi
avaliada por meio do software ImagedJ, sendo a capacidade migratoria relativa
determinada pelo calculo da porcentagem de area ocupada pelas células nos

diferentes tempos.

3.7) Ensaio de formagéo de coldnias

O ensaio seguiu adaptagcdo do proposto por Yang (2012). Este ensaio
possibilita a avaliacdo da capacidade de formagao de colbnias, partindo de pequena
quantidade de células. Foram realizados dois plaqueamentos para a execucgédo do
ensaio; no primeiro, a linhagem B16F10 foi cultivada em placa de 24 pogos na
densidade de 2x10° células/pogo. O tratamento com o polissacarideo foi feito e as
células, incubadas em estufa pelo periodo de 48 horas. As células que sobreviveram
ao tratamento foram desaderidas com o auxilio de Tripsina 0,25% e novamente
cultivadas em placa de 24 pocos, adicionando uma baixa densidade de células em
cada pocgo (1x10?% células/pogo). As células foram incubadas em estufa pelo periodo
de 96 horas. Apos o periodo de adeséao, os pogos foram aspirados para retirada de
todo meio de cultura e lavados com agua ultrapura. As células foram fixadas em

solugdo PFA 4% durante 20 minutos. Apds a retirada do agente fixador, as células
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foram coradas pela adigdo do indicador metabdlico Cristal Violeta (Merck®
K91423040033) e incubadas por 20 minutos. 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 coldnias no software ImageJ.

3.8) Percentual de células necréticas ou apoptéticas

A verificacdo da proporcdo de células apoptodticas ou necréticas foi feita
seguindo o protocolo estabelecido por Koopman et al. (1994), avaliadas nos tempos
de 48 apods o tratamento com a fragdo polissacaridica, a partir do kit Elabscience®
Annexin V-FITC/PI. Apds o periodo de incubagéo, as solu¢des de células passaram
por centrifugagdo a 1600 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e
as células, ressuspensas em PBS. A solugdo passou por nova centrifugagdo com
mesma intensidade e duragao; o sobrenadante foi novamente descartado e as células,
ressuspensas em tampao de ligagao diluido em agua deionizada na proporgéo de
1:10. Em seguida, a suspensé&o de células foi marcada com os reagentes Anexina V-
FITC e lodeto de propidio (PI). A Anexina V é capaz de se ligar ao fosfolipideo de
membrana fosfatidilserina (PS), translocado do folheto interno para a porgao externa
da membrana durante os estagios iniciais do processo de apoptose, evento conhecido
como “flip-flop”. Ja o Pl é capaz de se intercalar em DNA, desde que a membrana
celular (MP) tenha perdido a integridade. Devido a sua elevada massa molecular, ndo
€ capaz de atravessar a bicamada lipidica integra. Células cujas membranas
perderam a integridade, como ocorre nos processos de necrose e durante a apoptose
tardia, sdo capazes de incorporar o Pl. Desta maneira, condicionar as células
simultaneamente com Anexina V-FITC e com Pl permite a discriminagao de células
intactas (FITC - PI -), no inicio da apoptose (FITC + Pl -) ou em estagio final de
apoptose (FITC + Pl +). A suspenséao de células permaneceu em repouso ao abrigo
da luz por 10 minutos e a fluorescéncia celular foi medida em citdbmetro de fluxo
FACSCalibur (lasers: 488 e 633 nm), no Laboratério de Imunologia Clinica do

departamento de Farmacia da Universidade Federal do Parana.

3.9) Analise estatistica
Os dados foram obtidos por meio de trés experimentos independentes,
realizados em triplicata. Desta forma, cada grupo apresentou N=9 para cada ensaio.

A normalidade dos resultados obtidos foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk.
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Os dados considerados normais foram submetidos a analise de variédncia (ANOVA)
de uma e duas vias, seguida por pés-teste de Tukey. Foram considerados como
significativos os resultados com valores de p<0,05. Os dados obtidos nos ensaios de
viabilidade celular, migragdo e morte por necrose e apoptose foram expressos como
percentual em relacdo ao controle, enquanto os dados obtidos nos ensaios de

proliferagédo e clonogénico foram expressos em valores absolutos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1) Viabilidade celular — Vermelho neutro e Alamar blue®

A analise da viabilidade celular em cultura é de grande importancia para a
pesquisa biomédica. Durante o desenvolvimento de novas drogas comerciais, a
avaliagao dos efeitos citotoxicos in vitro € imprescindivel para quantificar as células
que permanecem viaveis apds exposicao a substancia testada, garantindo, desta
maneira, seguranga para Os posteriores ensaios in vivo. Para que haja maior
confiabilidade nos resultados e estes n&o sejam super ou subestimados, mais de um
método de avaliagdo da viabilidade celular deve ser empregado, dado que a
sensibilidade de cada método pode variar de acordo com a linhagem celular utilizada
(ADAN; KIRAZ; BARAN, 2016). Atendendo a este requisito, os primeiros ensaios
visaram avaliar a viabilidade de células das linhagens B16F10 e Balb/c 3T3 expostas
a diferentes concentracdes de polissacarideos provenientes da farinha do bagaco de
guavira.

No ensaio de Vermelho neutro, apenas as concentracdes mais altas da fracéo
polissacaridica foram capazes de reduzir significativamente a viabilidade de
fibroblastos normais murinos (linhagem Balb/c 3T3) em comparagdo ao controle
(Gréfico 1).
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GRAFICO 1 - Viabilidade celular avaliada pelo método Neutral red com a linhagem Balb/c 3T3.
Os dados sao apresentados como porcentagem de viabilidade em relacdo ao controle (CT), £ SD. As
células foram tratadas com solugéo contendo polissacarideos de C. adamantium e C. pubescens nas

concentracdes de 1 pg/ml, 2,5 ug/ml, 5 pyg/ml, 10 pug/ml, 50 pg/ml, 100 ug/ml e 800 pg/ml, ou tratadas
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com Doxorrubicina nas concentragdes de 1 pg/ml e 2,5 ug/ml, durante 48 horas. Estes dados
representam o resultado de trés experimentos independentes, realizados em triplicata técnica de cada
uma das concentragbes, em cada ensaio. Os dados estatisticos foram obtidos por meio do teste de

normalidade de Shapiro-Wilk e a comparacgéo entre os grupos por ANOVA one-way (* p < 0,05).

Quarenta e oito horas apdés o tratamento com 10 ug/ml, 84% das células
normais permaneceram viaveis; 78% com a concentragao de a 50 ug/ml; 72% com a
concentragao de 100 ug/ml e 56% no tratamento com a concentragcéo de 800 ug/ml.
A Doxorrubicina, quimioterapico utilizado como controle positivo, reduziu
significativamente a viabilidade celular nas duas concentragdes utilizadas: em 1 pg/ml,
43% dos fibroblastos permaneceram viaveis, enquanto perante a concentragao de 2,5
Mg/ml, apenas 36% das células normais se mantiveram vivas apos 48 horas.

No mesmo ensaio, conduzido com células de melanoma murino (linhagem
B16F10) (Grafico 2), todas as concentragbes estudadas apresentaram redugao

significativa na viabilidade celular em relagéo ao grupo controle:
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GRAFICO 2 - Viabilidade celular avaliada pelo método Neutral red com a linhagem B16F10. Os
dados sdo apresentados como porcentagem de viabilidade em relagdo ao controle (CT), + SD. As
células foram tratadas com solugéo contendo polissacarideos de C. adamantium e C. pubescens nas
concentragoes de 1 pg/ml, 2,5 ug/ml, 5 pg/ml, 10 pyg/ml, 50 ug/ml, 100 ug/ml e 800 pg/ml, ou tratadas
com Doxorrubicina nas concentragdes de 1 pg/ml e 2,5 ug/ml, durante 48 horas. Estes dados
representam o resultado de trés experimentos independentes, realizados em triplicata técnica de cada
uma das concentragbes, em cada ensaio. Os dados estatisticos foram obtidos por meio do teste de

normalidade de Shapiro-Wilk e a comparagéo entre os grupos por ANOVA one-way (* p < 0,05).
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O grupo tratado com a concentragao de 1 uyg/ml apresentou 86% de viabilidade;
82% com 2,5 y/ml; 83% com 5 ug/ml; 80% com 10 ug/ml; e as diferengas mais
ressalientes nas maiores concentragdes: 67% de viabilidade celular na concentragao
de 50 pg/ml, 61% com 100 pg/ml e 49% com o tratamento de 800 pg/ml. A
Doxorrubicina, como ja relatado, apresenta acentuada toxicidade sobre células
tumorais, sendo que 29% permaneceram viaveis apds exposi¢cao a concentracao de
1 ug/ml e 27% na concentragéo de 2,5 ug/ml.

O Alamar blue foi aplicado como segundo ensaio de viabilidade celular. Sobre
os fibroblastos murinos normais (Grafico 3), a fragdo polissacaridica foi capaz de
reduzir significativamente a quantidade de células viaveis em relagao ao controle em

todas as concentracgdes.
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GRAFICO 3 - Viabilidade celular avaliada pelo método Alamar blue® com a linhagem Balb/c 3T3.
Os dados sao apresentados como porcentagem de viabilidade em relagcéo ao controle (CT) , + SD. As
células foram tratadas com solugéo contendo polissacarideos de C. adamantium e C. pubescens nas
concentragdes de 1 pg/ml, 2,5 ug/ml, 5 pyg/ml, 10 pyg/ml, 50 ug/ml, 100 ug/ml e 800 pg/ml, ou tratadas
com Doxorrubicina nas concentragdes de 1 pg/ml e 2,5 ug/ml, durante 48 horas. Estes dados
representam o resultado de trés experimentos independentes, realizados em ftriplicata técnica de cada
uma das concentragdes, em cada ensaio. Os dados estatisticos foram obtidos por meio do teste de

normalidade de Shapiro-Wilk e a comparacgao entre os grupos por ANOVA one-way (* p < 0,05).

O percentual de viabilidade apés os tratamentos foi de 90%, 85%, 84%, 71%,
58%, 49% e 41%, para as concentragbes de 1, 2.5, 5, 10, 50, 100 e 800 pg/ml
respectivamente. Ambas as concentracbes de Doxorrubicina diminuiram

significativamente a viabilidade de células da linhagem Balb/c 3T3, sendo que 24%
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das células permaneceram viaveis apds o tratamento com 1 ug/ml e apenas 17%, na
concentracéo de 2,5 yg/ml. Q

Quanto a linhagem B16F10 (Grafico 4), o tratamento com os polissacarideos
foi capaz de interferir significativamente na viabilidade celular nas concentracdes de
5, 10, 50, 100 e 800 pg/ml, observando-se o percentual de viabilidade de 78, 73, 57,
52 e 37% para cada concentragdo, respectivamente. Bem como observado no
primeiro ensaio, o tratamento da linhagem tumoral com Doxorrubicina reduziu
significativamente a viabilidade nas duas concentragdes empregadas, em que 7% das

células permaneceram viaveis com 1 pg/ml e somente 6% com 2,5 ug/ml.
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GRAFICO 4 - Viabilidade celular avaliada pelo método Alamar blue® com a linhagem B16F10.
Os dados sao apresentados como porcentagem de viabilidade em relagéo ao controle (CT) , + SD. As
células foram tratadas com solugéo contendo polissacarideos de C. adamantium e C. pubescens nas
concentracgdes de 1 pg/ml, 2,5 ug/ml, 5 pyg/ml, 10 pyg/ml, 50 ug/ml, 100 ug/ml e 800 pg/ml, ou tratadas
com Doxorrubicina nas concentragdes de 1 pg/ml e 2,5 ug/ml, durante 48 horas. Estes dados
representam o resultado de trés experimentos independentes, realizados em triplicata técnica de cada
uma das concentragbes, em cada ensaio. Os dados estatisticos foram obtidos por meio do teste de

normalidade de Shapiro-Wilk e a comparacgao entre os grupos por ANOVA one-way (* p < 0,05).

As concentracdes de 5, 10, 50, 100 e 800 ug/ml da fragao CPW testada neste
trabalho foram capazes de reduzir a viabilidade celular tumoral em ambos os ensaios
empregados e, apesar de gerarem certo grau de toxicidade sobre os fibroblastos
normais, este efeito foi menor que o quimioterapico utilizado como controle positivo,
sugerindo ag¢ao antitumoral e menor possibilidade de desencadear efeitos colaterais.

Os relatos presentes na literatura que suportam esses resultados sao relatados a
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seguir. Amaral e colaboradores (2019), em pesquisa realizada no departamento de
Bioquimica da Universidade Federal do Parana, avaliaram o efeito citotdéxico das
fragcbes originais e purificadas de pectinas provenientes de Campomanesia
xanthocarpa, outra espécie de guavira. As analises utilizaram duas linhagens de
glioblastoma, avaliadas pelas técnicas de MTT e cristal violeta. Apds 48 horas de
tratamento com concentragdes variando entre 25 e 400 ug/ml, o resultado obtido foi a
reducdo do numero de células aderidas em 18%, mediante tratamento com as
pectinas originais e 33% nos grupos tratados com as pectinas purificadas, para a
primeira linhagem de glioblastoma testada (U251-MG). Com a linhagem T98G
também foi observado a redugdo da viabilidade, de 20 e 38% para os grupos
submetidos as pectinas originais e purificadas, respectivamente. Segundo os autores,
estes resultados demonstraram que o efeito citotoxico das pectinas de C. xanthocarpa
nao foram seletivos e limitados as caracteristicas de uma unica linhagem.

Fracbes soluveis de polissacarideos da jaca (Artocarpus heterophyllus Lam.)
foram analisados in vitro por Wiater et al. (2020). Utilizando linhagens HT-29 e SW620
de carcinomas de colon, os autores relataram reducéo da viabilidade celular nas trés
maiores concentragdes utilizadas — 200, 225 e 250 ug/ml — apdés 48 horas de
tratamento, pelo ensaio de MTT. Este dado corrobora os resultados obtidos nesta
pesquisa, em que a redug¢ao do numero de células viaveis se mostrou de carater dose-
dependente em ambas as técnicas empregadas para analise. Segundo Chen e
colaboradores (2017), existe correlagdo entre a diminuicdo da viabilidade e a
concentracao do polissacarideo testado. Foram avaliadas trés fracdes polisacaridicas
de cogumelos Flammulina velutipes sobre trés tipos celulares, entre eles as linhagens
B16F10 e L929, de fibroblastos normais de camundongos. O percentual de células de
melanoma murino reduziu a medida que a concentragdo da fragdo aumentou,
atingindo os maiores niveis na concentragcdo de 50 pg/ml; com as células L929, o
impacto da mesma concentragao sobre a viabilidade nao foi significativo, indicando
que as fragdes sdo pouco citotdxicas para as células normais. Ainda de acordo com
os autores, € bem estabelecido na literatura que células tumorais apresentam niveis
mais elevados de espécies reativas de oxigénio (EROs), em comparagdo com células
normais. Os resultados sugerem que fragdes polissacaridicas que reduzem a
viabilidade de células tumorais agem aumentando ainda mais a concentragao de

EROs até um ponto que se torna insustentavel, forcando a ativagdo de mecanismos
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de morte celular por estresse oxidativo. Por este motivo os tratamentos seriam mais
citotoxicos para as células tumorais, e menos para as células normais.

Como mencionado anteriormente, apesar dos bons resultados no controle das
células tumorais, os medicamentos quimioterapicos geram diversos efeitos colaterais
devido a acéao inespecifica. Pensando nisso, Hsu et al. (2021) avaliaram a ag&o
antitumoral de polissacarideos de Ganoderma lucidum combinado com Cisplatina, e
observaram efeito sinérgico, em que a associagdo intensificou o efeito do
medicamento sobre células de tumor oral. Em conjunto, estes resultados elucidam o
potencial antitumoral de polissacarideos e sua baixa toxicidade sobre células normais,
além de abrir possibilidades para a investigagdo da associacdo de terapias com

possivel reducao dos efeitos colaterais.

4.2) Proliferacao celular

Caracteristica primordial das células tumorais € a capacidade proliferativa
aumentada. Esse trago permite o acumulo de alteragdes genéticas e epigenéticas e
expande o potencial invasivo e metastatico (HANAHAN, 2022). Desta maneira, a
avaliacao da proliferagcao celular é imprescindivel quando o modelo experimental
utilizado envolve células tumorais.

O ensaio de Cristal violeta (CV) € um método colorimétrico simples e rapido,
que possibilita a quantificagdo de células em uma cultura pela sua ligacdo com o DNA
e proteinas; pode ser utilizado para analise da viabilidade e, quando aplicado em
tempos distintos, para avaliagao da proliferagéo celular (FEOKTISTOVA; GESERICK;
LEVERKUS, 2016).

O grafico 5 apresenta a proliferagdo da linhagem B16F10 apds a exposigcéo
aos polissacarideos de C. adamantium e C. pubescens em trés tempos distintos: 24,
48 e 72 horas, para os grupos controle (CT) e duas concentragdes de tratamento: 5 e
100 pg/ml.
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GRAFICO 5 - Proliferagdo celular avaliada pelo ensaio de Cristal violeta. Os dados s&o
apresentados como valor de absorbancia medida a 590 nm, + SD. As células da linhagem B16F10
foram tratadas com solugdo contendo polissacarideos de C. adamantium e C. pubescens nas
concentracdes de 5 ug/ml e 100 pg/ml. A proliferacéo celular foi avaliada nos tempos de 24, 48 e 72
horas apos a exposi¢ao das células ao tratamento. Estes dados representam os resultados dos trés
tempos de avaliagéo e cada tempo foi composto por trés experimentos independentes, realizados em
triplicata técnica de cada uma das concentragbes, em cada ensaio. Os dados estatisticos de cada
tempo analise foram obtidos por meio do teste de normalidade de Shapiro-Wilk e a comparacgao entre
os grupos por ANOVA one-way (# p < 0,05 CT vs 100 pg/ml; *p <0,05CT vs 5 e 100 pg/ml).

As concentracgdes de 5 e 100 pg/ml da fragao polissacaridica foram escolhidas
para o ensaio de proliferagdo celular, bem como para os demais ensaios que serao
apresentados na sequéncia. A concentragdo de 5 ug/ml ndo provocou redugéo de
viabilidade para as células normais no ensaio de Neutral red, e gerou pequena
reducao no ensaio de Alamar Blue®, mas decresceu significativamente a viabilidade
das células tumorais nos dois ensaios. A concentragédo de 100 ug/ml levou a redugao
de viabilidade nas duas linhagens, em ambos os ensaios, porém produziu menor
efeito que o quimioterapico doxorrubicina. Além disso, a escolha de uma concentragao
menor (5 ug/ml) e outra maior (100 pg/ml) poderia gerar informagdes importantes para
compreensao da acao dos polissacarideos sobre as células tumorais.

Quanto ao ensaio de proliferagdo celular, ndo foi observada diferenca
estatisticamente relevante apds 24 horas de tratamento com a solugao de 5 pg/mi,
porém, a concentracdo de 100 upg/ml foi capaz de reduzir em 13% a proliferagao da
linhagem B16F10, em relacdo ao controle. Ambos os tratamentos resultaram em
valores significativos depois de 48 horas, com reducéo de 32,5% da taxa proliferativa

para a concentragao de 5 pg/ml e 40% com 100 ug/ml, em comparag¢ao ao grupo nao
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tratado. Resultado também observado no ultimo tempo analisado, em que a
diminuicao da proliferacao foi de 59 e 63% para as concentragdes de 5 e 100 pg/ml,
respectivamente.

Como o cancer € uma doencga caracterizada pelo crescimento, ou seja, pela
proliferagédo celular acelerada e desordenada (INCA, 2020), pesquisas que objetivam
investigar o comportamento de células tumorais necessitam envolver esse parametro.
Tendo isso em vista, o potencial antiproliferativo de diversos polissacarideos ja foi
evidenciado. Romdhane et al. (2020) testaram pectinas da laranja doce com alto grau
de metilesterificacdo e ricas em acido galacturdnico (GalA) — semelhantes a fracao
CPW - em células de carcinoma de célon (Caco-2) e carcinoma de laringe humana
(Hep-2). O tratamento com a concentragao de 10 ug/ml reduziu a taxa proliferativa da
linhagem Caco-2 em 93% e da linhagem Hep-2 em 83%. Ainda neste estudo, os
autores citam a associagao entre o conteudo de acido galacturénico com o potencial
antiproliferativo, mencionando outros artigos que apontaram que pectinas ricas em
GalA sao capazes de interromper o ciclo celular entre as fases G2 e M. Pectinas
provenientes de toranja, avaliadas por Nuzzo e colaboradores (2021) demonstraram
acao antioxidante, e potencial antiproliferativo, chamado pelos autores de “efeito
citostatico”, sobre células de neuroblastoma (SH-SY5Y). A dose de 1 mg/ml foi capaz
de reduzir pela metade a proliferagdo tumoral apds 24 horas. Nesse estudo também
foi avaliado a fase do ciclo celular interrompida pelo tratamento e a conclusdo, assim
como a obtida no estudo mencionado anteriormente, é que a interrupgéo do ciclo
ocorre entre as fases G2/M. Polissacarideos pécticos de Ficus pandurata
apresentaram agao antiproliferativa ao serem testados com células da linhagem HelLa
(LV et al., 2020). Por meio do ensaio de MTT, foi verificada redugao na proliferagéo
tumoral de maneira dose e tempo-dependente, sendo que a maior concentracao
utilizada (200 pg/ml) reduziu a taxa proliferativa em 32% apos 48 horas.

Em relagdo as espécies do género Campomanesia, os dados atualmente
disponiveis apontam potencial antiproliferativo, testando, porém, extratos obtidos da
planta. Salmazzo e colaboradores (2021) avaliaram extratos dos frutos de
Campomanesia xanthocarpa em oito linhagens celulares tumorais e observaram
atividade antiproliferativa em todas elas. Considerando fragdes polissacaridicas
isoladas de Campomanesia nenhum artigo foi localizado, o que torna os resultados

obtidos neste estudo fontes promissoras para futuras pesquisas que sejam capazes
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de de elucidar os mecanismos moleculares envolvidos na acéo antiproliferativa destas

pectinas.

4.3) Migragao celular

A progressdo tumoral esta relacionada com diversos processos de
reprogramacao celular: o acumulo de mutag¢des que inicialmente originou as células
tumorais pode desencadear mecanismos de transicdo epitélio-mesenquimal, nos
quais as células epiteliais perdem seus tragos originais e assumem caracteristicas
mesenquimais. Essas mudangas intensificam o potencial invasivo e migratério das
células, gragas a expressdao de moléculas de ancoragem diferentes daquelas
encontradas na conformacao normal do tecido, o que faz com que as células alteradas
apresentem menor adesdao umas com as outras e com a matriz extracelular,
ampliando a potencial movimentagcdo dessas células para tecidos adjacentes, vasos
sanguineos e linfaticos, até atingirem tecidos distantes do original, onde podem se
proliferar, resultando na formagao de nddulos metastaticos (DONGRE e WEINBERG,
2019). Desse modo, a migragdo celular € um estagio critico no processo de
progressao tumoral. Com o objetivo de analisar este parametro, nesta pesquisa foi
utilizado o ensaio de Scratch, também conhecido como Wound Healing Assay, um
modo simples e acessivel para avaliar a movimentagao das células tumorais apés
tratamento com as concentragbes da fragdo CPW. A Figura 6 corresponde as fotos
tiradas no tempo inicial (zero), 12, 24 e 48 horas depois da confeccdo da lacuna

Inicial 12 horas 24 horas 48 horas

(a)

(b)

FIGURA 6 - Migragao celular avaliada pelo método Scratch. A linhagem B16F10 foi submetida a

analise de migragao celular apés 48 horas de tratamento: (a) grupo controle, sem adi¢do da fragcao

CPW; (b) tratamento com a concentragéo de 5 ug/ml, e (c) 100 ug/ml As fotografias nos tempos 0, 12,
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24 e 48 horas foram realizadas com o auxilio de microscépio 6ptico invertido BIOVAL® XDS-1B, em
aumento de 10x (FONTE: A autora).

O grafico 6 representa a migragao celular da linhagem B16F10 nos tempos de
12, 24 e 48 horas, para o grupo controle (sem tratamento) e os tratados com as
concentragdes de 5 ug/ml e 100 pug/ml. O percentual de migragéo foi calculado pela
diferenca de area livre de células entre as fotografias iniciais e as fotografias dos

demais tempos.
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GRAFICO 6 — Migragao de células da linhagem B16F10 apds 12, 24 e 48 horas de tratamento. Os
dados sdo apresentados como porcentagem de fechamento da lacuna. As células foram tratadas com
solucado contendo polissacarideos de C. adamantium e C. pubescens nas concentragdes de 5 ug/ml e
100 pg/ml, durante 48 horas. Apds isso, o tratamento foi removido e a lacuna (scratch) foi
confeccionada, ilustrando o tempo inicial. A migragédo celular foi avaliada 12, 24 e 48 horas apods a
realizacado do scratch. Cada tempo foi composto por trés experimentos independentes, realizados em
triplicata técnica de cada uma das concentragdes, em cada ensaio. Os dados estatisticos de cada
tempo analise foram obtidos por meio do teste de normalidade de Shapiro-Wilk e a comparagéao entre

os grupos por ANOVA one-way (* p < 0,05, em relagédo aos respectivos controles), + SD.

Apos 12 horas da realizagao da lacuna, as células do grupo controle ja haviam
preenchido 95% da area inicialmente livre de células, enquanto as células dos grupos
tratados preencheram 85% e 84% da area inicial, para as concentragées de 5 ug/ml
e 100 ug/ml, respectivamente, representando diferenca significativa na migracao
dessas células em relacdo aos pogos nao tratados. Diferenca estatisticamente
significativa continuou sendo observada apés 24 horas. Neste tempo, as células do
grupo controle ja haviam preenchido todo o espacgo da lacuna. O tratamento de 5 ug/ml

foi capaz de reduzir a migragdo em 8% (92% da area inicial foi preenchida por células)
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e a concentragédo de 100 ug/ml diminuiu a migracdo em 12% (88% da area inicial foi
preenchida). Apos 48 horas, as células de ambos os grupos tratados preencheram a
lacuna, correspondendo a ocupacgao de 100% da area total. Este resultado demonstra
que a acdo da fragdo CPW na diminuicao da migracdo das células da linhagem
B16F10 € dose-dependente, bem como nos resultados de viabilidade e proliferagao,
além de apresentar o potencial de reduzir a capacidade migratéria destas células por
mais de 24 horas.

Pectinas provenientes de Angelica sinensis demonstraram potencial anti-
migratério em células humanas de neuroblastoma (linhagem SH-SY5Y), como
publicado por Yang e colaboradores, em 2018. Por meio do ensaio de Transwell, foi
observada reducéo de 30% no potencial migratério apds 48 horas de tratamento com
a fragdo AP, em comparagao ao grupo controle. Foi analisado também o efeito do
polissacarideo sobre proteinas-quinase relacionadas as vias de sinalizagao PI3K-AKT
e JAK/STAT, anormais em diversos tipos de cancer. De acordo com os autores, 0
tratamento com AP em concentragdes variando entre 200 e 500ug/ml é capaz de
inativar quinases relacionadas com as vias citadas.

Wu et al. (2019) avaliaram a capacidade migratéria de células da linhagem de
tumor de mama MCF7 apds tratamento com polissacarideos sulfatados da alga
Undaria pinnatifida (fracdo SPUP) pelo ensaio do Scratch. Os resultados obtidos,
assim como nesta pesquisa, foram expressos como a porcentagem de preenchimento
da lacuna livre de células, e demonstraram redugcdo na migragcao de maneira dose e
tempo dependente, atingindo 39, 29 e 22% para as concentragdes de 25, 100 e 200
pg/ml, respectivamente. Os tempos analisados foram de 24, 48 e 96 horas sendo a
fracdo SPUP capaz de conter o restabelecimento dos contatos célula-célula durante
todo o periodo. No mesmo estudo, os autores compararam a agao anti-migratoria do
polissacarideo com o quimioterapico Cisplatina por meio do ensaio Transwell e
observaram resultados estatisticamente semelhantes entre as substancias testadas.
Outro polissacarideo com potencial anti-migratério foi identificado por Yang et al.
(2020), também sobre células de tumor de mama (MCF-7 e MDA-MB-231). Apos 24
horas de tratamento com a fragdo APS, proveniente de Astragalus, a migracéo de
ambas as linhagens reduziu de maneira dose-dependente, sendo a diminuigéo de 32,
44 e 63% para as concentragdes de 200, 400 e 800 ug/ml com as células MCF-7 e
19, 43 e 63% para as mesmas concentra¢des, com a linhagem MDA-MB-231. Indo

além, foi avaliada a relagao entre a redug¢ao da migracado e moléculas relacionadas ao
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processo de transicao epitélio-mesenquimal. Os resultados indicaram menor
expressao de vimetina e Snail (marcadores mesenquimais) e maior expressao de E-
caderina, importante molécula de ades&o celular, responsavel por garantir a
integridade do epitélio. Além disso, o tratamento com APS regulou para baixo a
atividade das vias de sinalizacdo Wnt/B-catenina, associados a processos
embrionarios de proliferagao e diferenciagao e determinante da polaridade das células
epiteliais, caracteristica perdida durante o processo de transicao epitélio-
mesenquimal. Juntamente com todas as evidéncias previamente mencionadas, os
resultados do presente estudo sugerem que a fracao polissacaridica CPW pode servir
como um agente terapéutico promissor na contencdo da migracdo de células
tumorais. Porém, os mecanismos de acao pelos quais as pectinas de Campomanesia

exercem este efeito ainda precisam ser elucidados.

4.4) Formacao de colbnias

O ensaio de formacgédo de colbnias ou ensaio clonogénico, € baseado na
capacidade de uma unica célula, desprovida de contato com células vizinhas e seus
produtos, crescer e formar colénias. Essencialmente, o teste analisa cada célula da
populagdo quanto a sua capacidade de sofrer divisdo “ilimitada” e formar um grupo
(ou cluster) de células. Uma coldnia é definida como um cluster de, pelo menos, 50
células (FRANKEN et al., 2006). Este experimento mimetiza o processo de formagao
de nodulos metastaticos, no qual células oriundas de um tumor primario atingem
tecidos diferentes dos originais e, neste novo local, dividem-se e formam colénias.

O tratamento com polissacarideos provenientes de C. adamantium e C.
pubescens apresentou potencial redutor na formacdo de coldnias em relagédo ao
controle nas concentragdes de 5 e 100ug/ml, como demonstrado na figura 6 e no

grafico 7.

(a)

5



46

Figura 7 - Ensaio de formagao de coldnias. A linhagem B16F10 foi analisada quanto ao potencial de
formacao de coldnias apos 48 horas de tratamento: (a) grupo controle, sem adicado da fragdo CPW; (b)
tratamento com a concentracao de 5 pg/ml, e (c) 100 ug/ml. As coldnias estao demarcadas em amarelo.
As fotografias foram realizadas com auxilio de lupa, e a contagem de colbnias realizada no software
ImageJ® (FONTE: A autora).
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GRAFICO 7 - Formacgdo de colénias expressa em numero absoluto. As células da linhagem
B16F 10 foram tratadas com solugéo contendo polissacarideos de C. adamantium e C. pubescens nas
concentragoes de 5 ug/ml e 100 pg/ml durante 48 horas. Estes dados representam o numero de
colénias formados em trés experimentos independentes, realizados em triplicata técnica de cada uma
das concentragbes, em cada ensaio. Os dados estatisticos foram obtidos por meio do teste de
normalidade de Shapiro-Wilk e a comparac¢ao entre o niumero de colbnias formadas em cada grupo por
ANOVA one-way (* p < 0,05), + SD.

Os resultados sao referidos como numero total de colénias formadas. O grupo
controle, ndo exposto ao tratamento, apresentou média de 42 colbnias, enquanto os
tratamentos, que reduziram significativamente o numero de colénias, formaram 28 e
11 colbnias, para as concentra¢des de 5 e 100 ug/ml, respectivamente. Sabe-se que
0 processo metastatico envolve, dentre outros fatores, a proliferacdo de células do
tumor primario em diferentes tecidos, distantes dos originais. A redugéo no numero de
colénias observada mediante tratamento com a fracdo péctica de Campomanesia é
bastante promissor e sustentada na literatura pelos estudos mencionados a seguir.
Efeitos sobre a formagéao de colénias em duas linhagens de tumor pancreatico foram
observados por Bian et al. (2020) apds tratamento com polissacarideos provenientes

da raiz de Polygala tenuifolia. Neste estudo, a fragdo RP02-1 reduziu o numero e o
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tamanho das coldnias tumorais de maneira dose-dependente nas linhagens AsPC-1
e BxPC-3 apds 72 horas de tratamento. Na maior concentragdo testada (8,62 uM), o
tratamento foi capaz de inibir quase totalmente a formagao de colénias em ambas as
células tumorais.

Adami e colaboradores (2018), avaliaram o efeito antineoplasico de pectinas
extraidas da pimenta verde (Capsicum annuum) sobre carcinomas mamarios in vitro
e in vivo. Em todas as linhagens celulares utilizadas para a avaliagao in vitro - MCF-
7, MDA-MB-231 e MDA-MB-436 — o tratamento na concentragédo de 0,1 mg/ml foi
capaz de diminuir em média 26% o numero de colbnias formadas apds 24 horas, em
comparagao ao grupo controle. In vivo, nao foi avaliado o potencial de formacao de
metastase apods o tratamento, o que mimetizaria com maior fidelidade a formacéao de
colbnias tumorais. Porém, os resultados obtidos foram promissores pois
demonstraram redugédo no volume tumoral de 54%, na dose de 150 mg/kg, nos
animais inoculados com células de carcinoma mamario de Ehrlich. Varghese et al.
(2017) também investigaram o efeito de fragbes pécticas sobre a formacgao de colénias
em cultura e in vivo. Galactomananas soluveis provenientes da casca da roma (fragéo
PSP001) foram testadas in vitro sobre as linhagens A549, de carcinoma pulmonar e
A375, células de melanoma humano maligno e, in vivo, utilizando ratos C57BL/6
(modelo de metastase pulmonar), submetidos a inoculagao de células B16F10. Ainda
nos experimentos com animais, foi testada a associacao entre a fragdo PSP001 e o
quimioterapico Vincristina. Os grupos tratados com o polissacarideo apresentaram
notavel redugcéo no numero de colénias formadas de maneira dose-dependente, bem
como os resultados obtidos com as pectinas de Campomanesia, fruto deste estudo.
A diminuigdo na quantidade de colbdnias foi observada apés 72 horas de tratamento
com a concentracao de 100 pg/ml, sendo 82% de reducéao para a linhagem A375, 48%
para A549 e 44% para B16F10, alcangando 90%, 83% e 70% com a concentracao de
200 ug/ml para as mesmas linhagens citadas acima, respectivamente. Na ultima parte
do experimento, os autores observaram redugao no numero de nédulos pulmonares
metastaticos com o uso da Vincristina, cujo efeito foi intensificado apds associacao
com a fragéo polissacaridica (13% de colénias metastaticas com a Vincristina e 7%

mediante associagao do quimioterapico com PSP001, em relagédo ao controle).

4.5) Percentual de células necroéticas ou apoptoticas
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O desequilibrio entre a taxa de proliferagao e a morte celular em um tecido &
uma das caracteristicas determinantes para desenvolvimento de um tumor. Em
condigdes fisiologicas, o processo de apoptose é fundamental para limitar a expansao
de uma populacéo celular, seja pela manutengdo da homeostase tecidual ou pela
eliminacdo de células potencialmente prejudiciais que apresentem danos ao DNA
(MORANA; WOOD; GREGORY, 2022). De acordo com Hanahan (2022), a resisténcia
a apoptose € uma das caracteristicas adquiridas pelas células tumorais, como
consequéncia do acumulo de mutacbdes. Levando em conta esta caracteristica e
considerando que a fragcao polissacaridica CPW foi capaz de reduzir o numero de
células tumorais viaveis em relagao ao grupo néo tratado, avaliamos se a diminuig&o
da viabilidade estaria relacionada com inducdo do processo de apoptose. Para tal, o
ensaio de apoptose ou necrose, utilizando o kit de marcadores Anexina-V e lodeto de
propido (PI), avaliados por meio de citometria de fluxo, foi utilizado. Os resultados

estdo demonstrados na figura 7 e grafico 8.
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Figura 8 - Avaliacdo de apoptose/necrose de células tumorais por citometria de fluxo. A linhagem
B16F 10 foi analisada quanto ao tipo de morte celular 48 horas apds o tratamento com a fragdo CPW.

Em (a) grupo controle, sem adigdo do polissacarideo; (b) tratamento com a concentragédo de 5 pg/ml e
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(c) 100 pg/ml. Q1: populagéo celular marcada apenas com PI, indicando células danificadas durante
processamento ou morte por necrose; Q2: populagédo duplamente marcada; Q3: populagéo celular
marcada apenas com Anexina, relativo a morte por apoptose; Q4: células sem marcagéo. Os graficos
correspondem ao mesmo ensaio e os dados resultantes da citometria de fluxo foram analisados por

meio do Software FlowJo®.
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GRAFICO 8 - Populagdo de células necréticas ou apoptéticas expressa em porcentagem. O
grafico ilustra o percentual de células B16F10 que morreram por necrose ou apoptose apds 48 horas
de tratamento com os polissacarideos de C. adamantium e C. pubescens, no grupo sem tratamento e
os tratados com as concentragdes de 5 ug/ml e 100 ug/ml. Este resultado representa o percentual de
cada tipo de morte celular em relagéo ao respectivo grupo controle, + SD. Os dados foram submetidos
ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e ANOVA one-way (* p < 0,05).

Os dados do citbmetro sdo expressos em graficos de quadrantes. Q1
representa a populacdo celular marcada exclusivamente com PIl, que pode ser
considerada como células necroticas ou, de acordo com van Engeland et al. (1997),
como ceélulas danificadas durante o processamento. No quadrante Q2 , se encaixam
as células em estagios finais da apoptose ou necrose, apresentando, portanto,
afinidade por ambos marcadores; Q3 corresponde as células positivas apenas para
Anexina, em processo inicial de apoptose e, em Q4, esta a populagado com integridade
de membrana, ndo marcada com nenhum dos indicadores.

Curiosamente, o grupo nao submetido ao tratamento obteve as maiores taxas
de morte celular por apoptose (21%), diferenciando-se significativamente dos grupos
condicionados com a fragcdo CPW nas concentra¢des de 5ug/ml (16%) e 100ug/ml
(15%). Ao mesmo tempo, o tratamento com os polisacarideos de guavira resultou em
70% da populagao celular se enquadrando em Q4, com a concentragao de 5ug/ml e,

para a concentracao de 100ug/ml, 71% das células permaneceram neste quadrante.
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No grupo controle, 57% das células se apresentaram negativas para ambos as
moléculas fluorescentes. Ainda segundo o artigo de van Engeland et al. (1997), os
autores assumem que a populagdo celular que permanece neste quadrante
corresponde as intactas, ou seja, células viaveis, o que se opde aos resultados obtidos
nesta pesquisa, onde o tratamento com a fragdo CPW reduziu significativamente o
nuamero de células viaveis em comparagao ao grupo controle (ensaios de viabilidade).
Esta aparente contradicdo pode sugerir que o tratamento com polissacarideos de
guavira gere interferéncia ou estagnacgao do ciclo celular, hipétese que precisa ser
avaliada futuramente. Desta forma, a reducdo no numero de células tumorais
observada apods tratamento com os polissacarideos nas concentragdes de 5 e 100
Mg/ml parece ser devido a redugao da capacidade proliferativa, e ndo ao aumento de
morte celular.

Diversos polissacarideos ja foram apontados como indutores de apoptose em
células tumorais, motivo pelo qual esta ideia foi inicialmente cogitada. Vayssade e
colaboradores (2010) observaram potencial pro-apoptotico de ramnogalacturonanas
provenientes da vagem do quiabo sobre a linhagem B16F10. Eles testaram as
pectinas em duas técnicas diferentes de cultivo celular: cultura 2D, com plasticos de
poliestireno usualmente empregados, formando uma monocamada de células; e 3D,
tendo como substrado o hidrogel de poliHEMA, que permite o cultivo de células de
maneira ndo dependente de ancoragem e a organizagao celular tridimensional. Apos
48 horas, os grupos tratados apresentaram taxa de apoptose maior (7,3%) em
comparagao ao controle (3,3%) apenas nas células cultivadas em poliHEMA.
Diferenca estatisticamente relevante nao foi observada no cultivo 2D. Os mesmos
autores relataram aumento significativo no percentual de células com estagnacao do
ciclo celular entre a fase G2/M para ambas as técnicas de cultivo (9,2% para cultura
2D e 14,7% para a 3D) em relagéo ao grupo nao tratado (8,4% e 7,8% para cultivo 2D
e 3D, respectivamente). A atividade antitumoral do Fucoidan, uma classe de
polissacarideos ricos em L-fucose oriundos da microalga Fucus vesiculosus, foi
avaliada sobre a linhagem de colangiocarcinoma CL-6, tumor raro que acomete o
epitélio biliar. O Fucoidan foi capaz de induzir a apoptose das células CL-6 em todas
as concentragdes testadas (100, 200 e 300 ug/ml) e também gerou a estagnagao no
ciclo celular entre as fases GO e G1, porém, nao influenciou a taxa de células entre
G2/M, como o estudo inicialmente citado (CHANTREE; NA-BANGCHANG;
MARTVISET, 2021). Ja os polissacarideos de Cordyceps cicadae geraram parada na
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fase S do ciclo em células da linhagem Hela, apds 48 horas de tratamento com as
concentragdes 600 e 1200ug/ml (XU et al., 2021). Considerando os dados expostos
acima, o proximo passo para o entendimento da resposta das células da linhagem
B16F10 mediante tratamento com a fragdo CPW seria a avaliagao do ciclo celular.
Dado que os mais variados polissacarideos sdo capazes de gerar estagnacdo em
diferentes fases, este ensaio, além de confirmar a hipotese levantada, esclareceria

em qual fase ocorre a interrupgao do ciclo.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos permitem concluir que polissacarideos soluveis obtidos
da farinha de bagago de guavira sao capazes de reduzir a viabilidade de células
tumorais B16F10, possivelmente devido a interferéncia na capacidade proliferativa. O
mecanismo pelo qual isto ocorre necessita maior esclarecimento e pode estar
relacionado com estagnagdo do ciclo celular. Além disso, os tratamentos foram
capazes de reduzir a migragao celular e a formagao de coldnias, o que indica potencial
antimetastatico.

Estas atividades biologicas observadas se tornam ainda mais relevantes se
for considerado que o bagago de guavira € um residuo industrial usualmente
descartado gerando toneladas de lixo anualmente e, evidentemente, desperdicio de
material com potencial farmacoldgico.

Sendo assim, novos estudos devem ser conduzidos para elucidagao dos
mecanismos moleculares envolvidos na atividade antitumoral, e para o avanco da

investigacdo em modelo in vivo.

5.1 RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base no resultado obtido no ensaio de apoptose/necrose por citometria de
fluxo, o estudo da influéncia dos polissacarideos de guavira sobre o ciclo celular
contribuira para a compreensédo dos mecanismos moleculares envolvidos na atividade
antitumoral. Além disso, a investigacdo da expressdo de proteinas nas células
tumorais sob influéncia dos polissacarideos podera complementar os resultados

obtidos neste trabalho.



53

REFERENCIAS

Adami, E. R., Corso, C. R., Turin-Oliveira, N. M., et al. (2018). Antineoplastic effect of
pectic polysaccharides from green sweet pepper (Capsicum annuum) on mammary
tumor cells in vivo and in vitro. Carbohydrate Polymers. v. 201, p. 280-292. DOI:
10.1016/j.carbpol.2018.08.071.

Adan, A. Kiraz, Y. Baran, Y. (2016). Cell Proliferation and Cytotoxicity Assays. Curr
Pharmacy Biotechnol. V. 17:14, p. 1213-1221. DOI:
10.2174/1389201017666160808160513.

Al-Malky, H.S., Al Harthi, S.E., Osman, A.M. (2020). Major obstacles to doxorubicin
therapy: Cardiotoxicity and drug resistance. J Oncol Pharm Pract. v. 26:2, p. 434-444.
DOI: 10.1177/1078155219877931.

Amaral, S.D.C., Barbieri S.F., Ruthes A.C., et al. (2019). Cytotoxic effect of crude and
purified pectins from Campomanesia xanthocarpa Berg on human glioblastoma cells.
Carbohydr Polym. v. 15, p. 224. DOI : 10.1016/j.carbpol.2019.115140.

Bian, W., Zeng, H, Tao, H., et al. (2020). A pectin-like polysaccharide from Polygala
tenuifolia inhibits pancreatic cancer cell growth in vitro and in vivo by inducing
apoptosis and suppressing autophagy. International Journal of Biological
Macromolecules. v. 162, p. 107-115. DOI: 10.1016/j.ijbiomac.2020.06.054.

Bonnekoh, B., Wevers, A., Jugert, F. (1989). Colorimetric growth assay for epidermal
cell cultures by their crystal violet binding capacity. Archives of Dermatological
Research. v. 281:7, p. 487—-490. DOI: 10.1007/BF00510085.

Brown, E. R., Doig, T., Anderson, N., et al. (2012). Association of galectin-3 expression
with melanoma progression and prognosis. European Journal of Cancer. v. 48, p. 865-
874.

Cardozo, C. M. L., Inada, A. C., Marcelino, G. (2018). Therapeutic potential of Brazilian
cerrado campomanesia species on metabolic dysfunctions. Molecules. v. 23:9, 1-17.
DOI: 10.3390/molecules23092336.



54

Carvalho, J. T. G., Baldivia, D. S., Leite, D. F. (2019). Medicinal plants from Brazilian
cerrado: Antioxidant and anticancer potential and protection against chemotherapy
toxicity. Oxidative medicine and Cellular Longevity. v. 19, p. 10-26.

Chantree, P., Na-Bangchang, K., Martviset, P. (2021). Anticancer Activity of Fucoidan
via Apoptosis and Cell Cycle Arrest on Cholangiocarcinoma Cell. Asian Pac J Cancer
Prev. v. 22, p. 209-217. DOI: 10.31557/APJCP.2021.22.1.209.

Chen, G., Fu, Y., Yang, W., et al. (2017). Effects of polysaccharides from the base of
Flammulina velutipes stipe on growth of murine RAW264.7, B16F10 and L929 cells.
Biol Micromolecules. v. 17. DOI: 10.1016/j.ijbiomac.2017.10.090

Condorelli, R., Vaz-Luis, I. (2018). Managing side effects in adjuvant endocrine therapy
for breast cancer. Expert Review of Anticancer Therapy. v. 18:11, p. 1101-1112. DOI:
10.1080/14737140.2018.1520096.

Dongre, A., Weinberg, R.A. (2019). New insights into the mechanisms of epithelial-
mesenchymal transition and implications for cancer. Nat Rev Mol Cell Biol. v. 20:2, p.
69-84. DOI: 10.1038/s41580-018-0080-4.

Flora do Brasii —  Campomanesia. 2020. Disponivel em: <
https://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/listaBrasil/ConsultaPublica > Acesso em: 15 ago
2021.

Feoktistova, M. Geserick, P. Leverkus, M. (2016). Crystal Violet Assay for Determining
Viability of Cultured Cells. Cold Spring Harb Protoc. v. 4. DOIL:
10.1101/pdb.prot087379.

Fouad, Y.A., Aanei, C. (2017). Revisiting the hallmarks of cancer. Am J Cancer Res.
v. 7:5, p.1016-1036.

Franco, Y. A. ESTUDO DO COMPOSTO STX, UM ANALOGO DO ESTRADIOL, EM
LINHAGENS DE MELANOMA HUMANO. 2022. Dissertagao (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Setor de Farmacia da Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo (SP),
2022. Acesso em: 10 dez 2022.

Franken, N.A., Rodermond, H.M., Stap, J., et al. (2006). Clonogenic assay of cells in
vitro. Nat Protoc. v. 1:5, p. 2315-9. DOI: 10.1038/nprot.2006.339.

Guo, R., Chen, M., Ding, Y. et al. (2022). Polysaccharides as Potential Anti-tumor
Biomacromolecules - A Review. Frontiers in Nutriton. v. 9. DOI:
10.3389/fnut.2022.838179



55

Hanahan, D. (2022). Hallmarks of Cancer: New Dimensions. Cancer Discov. v. 12:1,
p. 31-46. DOI: 10.1158/2159-8290.

Hanahan, D., Weinberg, R. A. (2000). The hallmarks of cancer. Cell. v. 100(1), p. 57-
70. DOI: 10.1016/s0092-8674(00)81683-9.

Hsu, W., Hua, W., Qiu, W., et al. (2021). A glucose-enriched polysaccharide from
Ganoderma lucidum, suppresses tongue cancer cells via inhibition of EGFR-mediated
signaling and potentiates cisplatin-induced apoptosis. International Journal of
Biological Macromolecules. V. 193, p. 1201-1208. DOI:
10.1016/j.ijbiomac.2021.10.146.

IARC — INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER. Organizacao
Mundial da Saude — 2020. Disponivel em: < https://www.iarc.who.int/ > Acesso em 15
fev 2021.

ICMBIO — INSTITUTO CHICO MENDES DE BIOLOGIA. Ministério do Meio Ambiente
- 2018. Disponivel em: <icmbio.gov.br/cbc/conservacao-da-
biodiversidade/biodiversidade.html> Acesso em 15 fev 2023.

INCA — INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE DE ALENCAR GOMES DA
SILVA. Ministério da Saude — O que €& Cancer? 2020. Disponivel em: <
https://www.gov.br/inca/pt-br/assuntos/cancer/o-que-e-cancer > Acesso em 15 fev
2021.

INCA — INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE DE ALENCAR GOMES DA
SILVA. Ministério da Saude — Dados sobre Cancer. 2020. Disponivel em: <
https://www.gov.br/inca/pt-br/assuntos/noticias/2022/inca-estima-704-mil-casos-de-
cancer-por-ano-no-brasil-ate-2025 > Acesso em: 29 mai 2021.

Khan, F.A., Pandupuspitasari, N.S., Chun-Jie, H., et al. (2016). CRISPR/Cas9
therapeutics: a cure for cancer and other genetic diseases. Oncotarget. v. 7:32, p.
52541-52552. DOI: 10.18632/oncotarget.9646.

Khan, T., Date, A. Chawda, H., et al. (2019). Polysaccharides as potential anticancer
agents — A review of their progress. Carbohydrate Polymers. v. 210, p. 412-428.

Klein, G. (2000). Better understanding of the biology of cancer cells. Lakartidningen.
v. 28, p. 3260-3264.

Koopman, G., Reutelingsperger, C. P. M., Kuijten, G. A. M. (1994). Annexin V for flow
cytometric detection of phosphatidylserine expression on B cells undergoing
apoptosis. Blood. v. 84:5, p. 1415— 1420.



56

Kumar, P., Nagarajan, A., Uchil, P.D. (2018). Analysis of Cell Viability by the
alamarBlue Assay. Cold Spring Harb Protoc. v. 1. DOI: 10.1101/pdb.prot095489.

Lazaroff, J., Bolotin, D. (2022). Targeted Therapy and Immunotherapy in Melanoma.
Dermatol Clin. v. 41, p. 65-77.

Leonardi, G. C., Falzone, L., Salemi, R., et al. (2018). Cutaneous melanoma: From
pathogenesis to therapy. International Journal of Oncology. v. 52:4, p.1071-1080.

Lewandowska, A.M., Rudzki, M., Rudzki, S., et al. (2019). Environmental risk factors
for cancer - review paper. Ann Agric Environ Med. v. 26:1, p. 1-7. DOI:
10.26444/aaem/94299.

Liang, C. C., Park, A. Y., Guan, J. L. (2007). In vitro scratch assay: A convenient and
inexpensive method for analysis of cell migration in vitro. Nature Protocols. v. 2:2, p.
329-333. DOI: https://doi.org/10.1038/nprot.2007.30.

Lima E Silva, M. C. B., Bogo, D., Alexandrino, C. A. F. (2018). Antiproliferative activity
of extracts of Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg and isolated
compound dimethylchalcone against B16-F10 murine melanoma. Journal of Medicinal
Food. v. 21:10, p. 1024-1034.

Lv, H., Hu, C., Xie, Z., et al. (2020). Purification, characterization and anti-tumor activity
of a pectic-type polysaccharide isolated from Ficus pandurata H. International Journal
of Biological Macromolecules. V. 153, p. 201-206. DOLl:
10.1016/j.ijbiomac.2020.02.244.

Martello, M. D., David, N., Matuo, R. (2016). Campomanesia adamantium extract
induces DNA damage, apoptosis, and affects cyclophosphamide metabolism.
Genetics and Molecular Research. V. 15:2, p. 1-11. DOI:
https://doi.org/10.4238/gmr.15027678.

Martino, E., Casamassima, G., Castiglione, S., et al. (2018). Vinca alkaloids and
analogues as anti-cancer agents: Looking back, peering ahead. Bioorg Med Chem
Lett. v. 28:17, p. 2816-2826. DOI: 10.1016/j.bmcl.2018.06.044.

Mathers, C.D., Vos, T., Lopez, A.D., et al. (2001) National burden of disease studies:
a practical guide. Edition 2.0 Geneva, World Health Organization, Global Programme
on Evidence for Health Policy. Acesso em: 24 ago 2022.

Maxwell, E. G., Belshaw, N. J., Waldron, K. W., et al. (2012). Pectin — An emerging
new bioactive food polysaccharide. Trends in Food Science & Technology. v. 24:2, p.
64-73.



57

Morana, O., Wood, W., Gregory, C.D. (2022). The Apoptosis Paradox in Cancer. Int J
Mol Sci. v. 25, p.1328. DOI: 10.3390/ijms23031328.

Naves, M. M. V., Moreno, F. S. (2000). Diferenciagdo celular: importéncia na
hepatocarcinogénese e papel modulador do beta-caroteno / Cellular differentiation:
importance in hepatocarcinogenesis and modulator role of beta-carotene. Rev. bras.
cancerol. v. 46:4, p. 389-399.

NIH — NATIONAL CANCER INSTITUTE. USA GOV - Global data. 2021. Disponivel
em: < https://medlineplus.gov/cancer > Acesso em 12 set 2022.

Nuzzo, D., Scordino, M., Scurria, A., et al. (2021). Protective, Antioxidant and
Antiproliferative Activity of Grapefruit IntegroPectin on SH-SYS5Y Cells. Int. J. Mol.
Sci. v. 22, p. 9368. DOI: 10.3390/ijms22179368.

Onitilo, A. A., Wittig, J. A. (2020). Principles of Immunotherapy in Melanoma. Surgical
Clinics of North America. v. 100:1, p. 161-173.

OPAS Brasil — Organizagao Pan-Americana de Saude. Organizagdao mundial da
Saude. 2018. Disponivel em: < https://www.paho.org/pt/brasil> Acesso em: 15 fev
2021.

Passarelli, A., Mannavola, F., Stucci, L.S. (2017). Immune system and melanoma
biology: a balance between immunosurveillance and immune scape. Oncotarget. v. 8,
p. 106132-106142.

Pavri, S., Clune, J., Ariyan, S., et al. (2016). Malignant melanoma: Beyond the basics.
Plastic and Reconstructive  Surgery. v. 138:2, p. 330-340. DOl
10.1097/PRS.0000000000002367

Pennisi, E. (2018). The momentous transition to multicellular life may not have been
so hard after all. Science News. Published online on 2018, jun 28th. Acesso em: 24
ago 2022.

Pietras, K., Ostman, A. (2010). Hallmarks of cancer: interactions with the tumor stroma.
Exp Cell Res. v. 316:8, p. 1324-31. DOI: 10.1016/j.yexcr.2010.02.045.

Rastrelli, M., Tropea, S., Rossi, C., et al. (2014). Melanoma Risk Factor. Definitions. v.
1012, p. 1005-1011. DOI: 10.32388/7xj0gw.

Repetto, G., del Peso, A., Zurita, J. L. (2008). Neutral red uptake assay for the
estimation of cell viability/citotoxicity. Nat Protoc. v. 3, p. 1125-1131. DOI:
10.1038/nprot.2008.75.



58

Rezze, G. G., Leon, A., Duprat, J. (2010). Nevo displasico (Nevo atipico) An. Bras.
Dermatol. v. 85:6, p. 863 — 891. DOI: 10.1590/S0365-05962010000600013

Romdhane, M. H., Beltifa, A., Mzoughi, Z., et al. (2020). Optimization of extraction with
salicylic acid, rheological behavior and antiproliferative activity of pectin from Citrus
sinensis peels. International Journal of Biological Macromolecules. v. 159, p. 547-556.
DOI: 10.1016/j.ijpiomac.2020.05.125.

Roy, P., Saikia, B. (2016). Cancer and cure: A critical analysis. Indian J Cancer. v. 53,
p. 441-2.

Salmazzo, G. R., Verdan, M. H., Silva, H., et al. (2021). Chemical composition and
antiproliferative, antioxidant and trypanocidal activities of the fruits from
Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O. Berg (Myrtaceae). Natural Product Research.
v. 35:5, p. 853-857. DOI: 10.1080/14786419.2019.1607333.

Schadendorf, D., van Akkooi, A. C. J., Berking, C., et al. (2018). Melanoma. The
Lancet. v.392, p. 971-984. DOI:10.1016/s0140-6736(18)31559-9.

Schirrmacher, V. (2019). From chemotherapy to biological therapy: A review of novel
concepts to reduce the side effects of systemic cancer treatment (Review).
International Journal of Oncology. v. 54:2, p. 407—419. DOI: 10.3892/ij0.2018.4661.

Schneider, V. S., lacomini, M., Cordeiro, L. M.C. (2019). B-L-Araf-containing arabinan
and glucuronoxylan from guavira fruit pomace. Carbohydrate Research. v. 481, p. 16-
22. DOI: 10.1016/j.carres.2019.06.005.

Shain, A.H., Bastian, B.C. (2016). From melanocytes to melanomas. Nat Rev Cancer.
v. 16:6, p. 345-58. DOI: 10.1038/nrc.2016.37.

Silva, TDS., Oliveira, P. (2020). Momordica Charantia L., Uma Planta Medicinal E Seu
Potencial Antitumoral: Uma Revisdo Sistematica / Momordica Charantia L., a
Medicinal Plant and Its Antitumor Potencial: a Systematic Review. Brazilian Journal of
Development. v. 6:11, p. 92949-92962. DOI: 10.34117/bjdv6n11-633.

Spittle, M. (1987). Significance of control of the side-effects of chemotherapy
treatment. Cancer Treatment Reviews. v.14, p. 329-331.

Sun L.R., Zhou W., Zhang H.M., et al. (2019). Modulation of Multiple Signaling
Pathways of the Plant-Derived Natural Products in Cancer. Front Oncol. v.8:9, p.1153.
DOI: 10.3389/fonc.2019.01153.



59

van Engeland, M., Nieland, L.J., Ramaekers, F.C., et al. (1998). Annexin V-affinity
assay: a review on an apoptosis detection system based on phosphatidylserine
exposure. Cytometry. v. 31:1, p.1-9. doi: 10.1002/(sici)1097-0320

Varghese, S., Joseph, M. M., Aravind, S. R, et al. (2017). The inhibitory effect of anti-
tumor polysaccharide from Punica granatum on metastasis. International Journal of
Biological Macromolecules. v.103, p. 1000-1010.

Vayssade, M., Sengkhamparn, N., Verhoef, R., et al. (2010). Antiproliferative and
proapoptotic actions of okra pectin on B16F10 melanoma cells. Phytother Res. v. 24:7,
p. 982-9. DOI: 10.1002/ptr.3040.

Viscardi, D. Z., de Oliveira, V. S., & Arrigo, J. S. (2016). Anti-inflammatory, and
antinociceptive effects of Campomanesia adamantium microencapsulated pulp.
Revista Brasileira de Farmacognosia,. v. 27:2, p. 220-227. DOI:
10.1016/j.bjp.2016.09.007.

Wagstaff, W., Mwamba, R. M., Grullon, K. (2022). Melanoma: Molecular genetics,
metastasis, targeted therapies, immunotherapies, and therapeutic resistance. Genes
& Diseases. v. 9:6, p. 1608-1623.

Wang, JJ., Lei, KF., Han, F., (2017). Tumor microenvironment: Recent advances in
various cancer treatments. European Review for Medical and Pharmacological
Sciences. v. 22:12, p. 3855-3864. DOI: 10.26355/eurrev-201806-15270.

Wang, S., Zhang, Z., Yang, Q. (2018). Emerging therapies for small cell lung cancer. J
Hematol Oncol. v.12, p. 47. DOI: 10.1186/s13045-019-0736-3.

Weelden, GV., Bobinski, M., Okla, K. (2019). Fucoidan Structure and Activity in
Relation to Anti-Cancer Mechanisms. Mar. Drugs. v. 17, p. 32. DOI
:10.3390/md17010032.

Weinberg, R. A. (2014). The biology of cancer: Second Ed. Nova York: Garland
Science. v. 963.

Wiater A., Paduch R., Trojnar S., et al. (2020). The Effect of Water-Soluble
Polysaccharide from Jackfruit (Artocarpus heterophyllus Lam.) on Human Colon
Carcinoma Cells Cultured In Vitro. Plants. V. 9 p. 103.

Winkler, J., Abisoye-Ogunniyan, A., Metcalf, K.J.,et al. (2020). Concepts of
extracellular matrix remodelling in tumour progression and metastasis. Nat Commun.
v. 11, 5120.



60

Wu, J., Li, H., Wang, X., et al. (2019). Effect of polysaccharide from Undaria pinnatifida
on proliferation, migration and apoptosis of breast cancer cell MCF7. International
Journal of Biological Macromolecules. v. 121, p. 734-742. DOI:
doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.10.086.

Xu, J., Tan, Z., Shen, Z., (2021). Cordyceps cicadae polysaccharides inhibit human
cervical cancer hela cells proliferation via apoptosis and cell cycle arrest. Food and
Chemical Toxicology. v. 148. DOI: 10.1016/j.fct.2021.111971.

Yang, J., Shao, X., Jiang, J., et al. (2018). Angelica sinensis polysaccharide inhibits
proliferation, migration, and invasion by downregulating microRNA-675 in human
neuroblastoma cell line SH-SY5Y. Cell Biol Int. v. 42:7, p. 867-876. DOI:
10.1002/cbin.10954.

Yang, S., Sun, S., Xu, W., et al. (2020). Astragalus polysaccharide inhibits breast
cancer cell migration and invasion by regulating epithelial-mesenchymal transition via
the Wnt/B-catenin signaling pathway. Mol Med Rep. v. 21:4, p.1819-1832. DOI:
10.3892/mmr.2020.10983.

Yang, X. (2012). Clonogenic Assay to Test Cancer Therapies. Bio-Protocol. v. 2,
p.187-189.

Yue, F., Xu, J., Zhang, S., et al. (2022). Structural features and anticancer mechanisms
of pectin polysaccharides: A review. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 209, p. 825-839.

Zaitseva, O., Khudyakov, A., Sergushkina, M. et al. (2020). Pectins as a universal
medicine. Fitoterapia. v. 146, 104676.

Zugazagoitia, J., Guedes, C., Ponce, S., et al. (2016). Current Challenges in Cancer
Treatment, Clinical Therapeutics. v. 38:7, p. 1551-1566.

Zulin, N.B. A SUPLEMENTACAO COM FARINHA DO BAGACO DO FRUTO DE
Campomanesia adamantium PROMOVE IMUNOMODULACAO E REDUCAO DO
CRESCIMENTO TUMORAL EM RATOS WISTAR PORTADORES DE TUMOR DE
WALKER 256. 2019. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Fisiologicas) - Setor de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana, Curitiba (PR), 2019. Acesso
em 07 mar 2021.



