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RESUMO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, o cancer é a 22 maior causa de
morte no mundo, ficando atrds apenas de doencas cardiovasculares. O maior desafio
na terapia contra o cancer é a resisténcia a quimioterapicos e recorréncia da doenca
poés-quimioterapia, devido ao surgimento de células-tronco tumorais. Nesse contexto,a
busca por compostos ativos derivados de produtos naturais vem aumentando, visto
gue muitos isolados ja deram origem a varios medicamentos utilizados na medicina
alopética, como Vinblastina, Vincristina e Paclitaxel. O objetivo desta pesquisa foi
avaliar o potencial antitumoral de um extrato da planta Arrabidaea chica e quatro da
macroalga Hypnea musciformis nas linhagens tumorais de mama Ehrlich ascitic
cancer (EAC) e 4T1. Apos realizar triagem dos extratos pelo ensaio de viabilidade
celular por MTT, os extratos que mostraram maiores inibicdes da viabilidade celular
permitiram o calculo de concentragfes inibitdrias (ICsp). A partir destes valores, 0s
ensaios Tripan blue, micronucleo e espécies reativas de oxigénio (EROs) foram
realizados, a fim de aprofundar o estudo nas linhagens tumorais. O extrato bruto de
Arrabidaea chica (EBAc) apresentou efeito na viabilidade da linhagem EAC apés 24
horas, enquanto o extrato bruto diclorometano de Hypnea musciformis (EBDHm)
apresentou apos 48 horas de tratamento para a linhagem 4T1. A fracdo cloroférmica
do extratato bruto diclorometano de Hypnea musciformis (FCHm) apresentou atividade
antitumoral para ambas as linhagens testadas (EAC e 4T1), permitindo calculo de
concentracfes inibitérias em 48 horas para EAC e 24 e 48 horas para 4T1. Nao foi
observada inducdo de morte das linhagens utilizadas no ensaio Tripan blue, apos
tratamento com as concentracgdes inibitérias (ICso) calculadas, além da auséncia da
formacédo de micronucleos celulares. Para FCHm na linhagem EAC, sugere-se uma
diminuicdo no metabolismo celular, com a diminuicdo da producdo de espécies

reativas de oxigénio.

Palavras-chave: cancer de mama, atividade antitumoral, citotoxicidade, produtos

naturais e ensaio MTT.



ABSTRACT

According to the World Health Organization, cancer is the 2nd leading cause of death
in the world, behind only to cardiovascular disease. The biggest challenge in cancer
therapy is resistance to chemotherapy and post-chemotherapy disease recurrence due
to the emergence of tumor stem cells. In this context, the search for active compounds
derived from natural products has been increasing, since many isolates have already
given rise to several drugs used in allopathic medicine, such as Vinblastine, Vincristine
and Paclitaxel. The aim of this research was to assess the antitumor potential of one
extract from the plant Arrabidaea chica and four from the macroalgae Hypnea
musciformis in breast tumor cell lines Ehrlich ascitic cancer (EAC) and 4T1. After
screening the extracts using the MTT cell viability assay, the extracts that showed
greater inhibition of cell viability allowed the calculation of inhibitory concentrations
(ICs0). Based on these values, the Tripan blue, micronucleus and reactive oxygen
species (ROS) assays were carried out in order to deepen the study of tumor cell lines.
The crude extract of Arrabidaea chica (EBAc) showed an effect on the viability of the
EAC strain after 24 hours, while the crude dichloromethane extract of Hypnea
musciformis (EBDHm) showed after 48 hours of treatment for the 4T1 strain. The
chloroform fraction of the crude dichloromethane extract of Hypnea musciformis
(FCHm) showed antitumor activity for both strains tested (EAC and 4T1), allowing
calculation of inhibitory concentrations at 48 hours for EAC and 24 and 48 hours for
4T1. No induction of death was observed in the strains used in the Tripan blue assay,
after treatment with the calculated inhibitory concentrations (IC50), in addition to the
absence of cell micronucleus formation. For FCHm in the EAC strain, a decrease in
cellular metabolism is suggested, with a decrease in the production of reactive oxygen

species.

Keywords: breast cancer, antitumor activity, cytotoxicity, natural products and MTT

assay.
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1. INTRODUCAO

O cancer € a 22 doenc¢a que mais mata no mundo, ficando atrds apenas das
doencas cardiovasculares (OMS, 2018). O numero de casos de céancer tem
aumentado de maneira consideravel em todo o mundo, principalmente a partir do
século passado, configurando-se, na atualidade, como um dos mais importantes
problemas de saude publica mundial (GUERRA et al., 2005).

Atrasos no diagnéstico e no inicio do tratamento do cancer de mama aumentama
ansiedade sentida pelas mulheres e podem impedir tratamentos curativos, reduzindo
as taxas de sobrevivéncia (SOUZA et al., 2008). A historia do cancer de mama indica
gue o curso clinico da doenca e a sobrevida variam de paciente para paciente. Esta
variacdo é determinada por uma série complexa de fatores, tais como a diferenca na
velocidade de duplicacdo tumoral, o potencial de metastase do tumor e outros
mecanismos relacionados com a condicdo imunoldgica, hormonal e nutricional do
paciente (SOUZA et al., 2008 e SARTORI & BASSO, 2019).

O tratamento do cancer de mama dependera do estadiamento e do tipo de
tumor. De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (2020), pode-se incluir cirurgia,
radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia e terapia alvo. Em muitos casos, com a
combinacao destas terapias.

O maior desafio na terapia contra o cancer € a resisténcia a quimioterapicos ea
recorréncia da doenca pos-quimioterapia, devido ao surgimento de células-tronco
tumorais. Estas populacdes celulares apresentam mecanismos de resisténcia
responsaveis pela queda na taxa de sucesso do tratamento (BARBATO et al., 2019).

O uso terapéutico de produtos naturais pertence a praticas meédicas mais
antigas. A OMS estima que quase 80% da populacdo mundial utiliza plantas como
drogas, especialmente nos paises em desenvolvimento (WANG; CALWAY & YUAN,
2012). Devido a problemética acima abordada, a busca por compostos ativos
derivados de produtos naturais vem aumentando, visto que muitos isolados ja deram
origem a varios medicamentos utilizados na medicina alopética, além de possuirem

chances menores de causar efeitos colaterais (SULTANA et al., 2014).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer

2.1.1 Epidemiologia

De acordo com a Organizacao Mundial da Satude (OMS) o cancer é a segunda
doenca que mais mata no mundo, ficando atrds apenas das doencas
cardiovasculares. Foi responsavel por 9,6 milhdes de mortes em 2018, das quais 70%
foram em paises de média e baixa renda. O cancer de mama foi responséavel por 2.09
milhdes de casos em 2018, dividindo a 12 colocacdo em incidéncia com o cancer de
pulmé&o e ocupando a 52 posicdo em mortalidade, com 627 mil vitimas.

Em 2017, apenas 26% dos paises de baixa renda relataram ter servicos de
patologia disponiveis no setor publico. Mais de 90% dos paises de alta rendarelataram
gue os servicos de tratamento estado disponiveis, em comparacdo com menos de 30%
dos paises de baixa renda. Para agravar ainda mais esse quadro, o custo anual do
combate a doenca aumenta a cada ano. O custo anual total da doencaem 2010 foi
estimado em aproximadamente US$ 1,16 trilhdo (OMS, 2022).

A estimativa do INCA para o triénio de 2020-2022 indica que, no Brasil,
ocorrerdo 625 mil casos novos de cancer (450 mil, excluindo os casos de cancer de
pele ndo melanoma). O cancer de pele ndo melanoma sera o mais incidente (177 mil),
seguido pelos canceres de mama e préstata (66 mil cada). Sem considerar os tumores
de pele ndo melanoma, o cancer de mama feminina ocupa a primeira posicao, sendo
mais frequente em todas as Regibes brasileiras (como demonstrado na figura 1), com
um risco estimado de 81,06 por 100 mil na Regido Sudeste; de 71,16 por 100 mil na
Regido Sul; de 45,24 por 100 mil na Regido Centro-Oeste; de 44,29 por 100 mil na
Regido Nordeste; e de 21,34 por 100 mil na Regido Norte.
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Figura 1: Tabela com a distribuicdo dos tipos de cancer mais incidentes no Brasil por
sexo, em 2020, de acordo com o INCA.

Proetata £S5 840 70.2% Homens Mutheres Mama feminina G680 20.7%
Cdilon & reto 20.520 41% Gilon e reto 20470 9.2%
Tragueis, brdnguio e pulman 1776 789% Colo do ghero 16520 T4%
Extimeago 13.360 58% Tragueis bronguio e pulméo 12440 5,6%
Cavidade aral 11180 50% Glanduls irepide 11850 4%
Esiifago 8,880 18% Eztimago 7.870 35%
Bexiga 7580 4% COvirio 6.850 3,0%
Limfoma ndo Hodgkin 0.580 28% Corpo do #era 8.340 29%
Laringe 6.470 28% Linfama néo Hodgkin 5.430 24%
Leucemias 5820 28% Siztema nervoso central 5.220 2.3%

*Niomencs amedondados para mdltiplos de 10

Fonte: INCA, 2020.

N&o existe somente um fator de risco para cancer de mama, no entanto a idade
acima dos 50 anos é considerada o mais importante. Outros fatores que contribuem
para o aumento do risco de desenvolver a doenca sdo fatores genéticos (mutacdes
dos genes BRCA1 e BRC2) e fatores hereditarios (cancer de ovario na familia), além
da menopausa tardia (fatores da historia reprodutiva e hormonal), obesidade,
sedentarismo e exposi¢coes frequentes a radiacdes ionizantes (fatores ambientais e
comportamentais) (BRAY et al. 2018; INCA, 2019).

Como estratégias de prevencao, a OMS recomenda evitar os fatores de riscos
como: fumo, exposicao a radiagdes, alcool. Aléem do controle de riscos ocupacionais,a
organizacao reforca a vacinagao contra virus da hepatite B e HPV, além da realizacéo
de exames de rotina para deteccéo precoce, como a mamografia.

O INCA destaca que a prevencdo do cancer de mama baseia-se no controle
dos fatores de risco modificaveis e na promocéo de fatores de protecdo, como: praticar
atividade fisica, manter o peso corporal adequado, adotar uma alimentacdo mais
saudavel e evitar ou reduzir o consumo de bebidas alcoolicas. Amamentar € uma

préatica protetora e deve ser incentivada e realizada pelo maior tempo possivel.

2.1.2 Conceitos e caracteristicas gerais

Para o INCA, o cancer € um nome que designa varios grupos de doencas,
devido a peculiaridades de acordo com a célula lesada. De acordo com Robbins et al.
(2016), o cancer € uma desordem genética causada por mutacbes do DNA que, em

sua maior parte, sdo adquiridas espontaneamente ou induzidas por agressdes do
15



ambiente. Além disso, os canceres geralmente mostram alteracdes epigenéticas,
como o aumento focal da metilagdo de DNA e alteragcdes nas modificagdes da histona,
as quais por sua vez se originam de mutacfes adquiridas em genes que regulam
essas modificacdes, como esquematizado na figura 2. Essas alteragcbes modificam a
expressdo ou funcdo de genes-chave que regulam o0s processos celulares
fundamentais, como crescimento, sobrevida e senescéncia, e sdo passadas para as

células-filhas na divisao celular.

Figura 2: Comparacdo entre as alteracdes genéticas e epigenéticas nos tumores - As
alteracOes epigenéticas tem como base alteracbes que, apesar de serem passadas via célula-
célula, podem ser revertidas por mudancas sitio-especificas na modificacdo de histonas, ou

desmetilacao sitio-especifica do DNA.

Inativagdo genética de genes Inativagdo epigenética de genes Inativagdo epigenética de genes

Gene X Gene X Gene X

DNA ONA
Empacotamento acidental Metilagdo acidental do
I Alteracdo acidental na l l

do DNA na heterocromatina nucleotideo C
sequéncia nucleotidica

do DNA

VL 88666088 _ — i
/2>0<\/15A0 CELULAR /<>DQIISA° CELULAR myo CELULAR
.  BOBE0060 ~

MUITAS CELULAS COM O MUITAS CELULAS COM O MUITAS CELULAS COM O
GENE X INATIVADO GENE X INATIVADO GENE X INATIVADO

Fonte: Alberts et al., 2017.

Para Hanahan & Weinberg (2011), Robbins et al. (2016) e Alberts et al. (2017),
esse conjunto de mutacdes da origem a uma série de caracteristicas principais (figura
3), como:

1) autossuficiéncia nos sinais de crescimento, com auséncia de resposta aos
sinais inibidores que controlam as proliferacdes celulares;
2) Adquirem maneiras para estabilizar seus telémeros ou produzem telomerase;
3) evasdo da morte celular, permitindo que as células cancerosas sobrevivam sob
condi¢des que induzem apoptose em células normais;
4) potencial replicativo ilimitado;
16



5) desenvolvimento da angiogénese para sustentar o crescimento;
6) capacidade de invadir tecidos locais e disseminar-se para locais distantes;
7) reprogramacédo das vias metabdlicas;

8) Evasao do sistema imune.

Figura 3: As principais caracteristicas do cancer - A ilustracdo contempla as seis principais
caracteristicas comportamental no processo de carcinogénese, originalmente propostas na
perspectiva dos anos 2000.

Ativagéo dainvaséo
e metastase

Fuga dos supressores
de crescimento

Inducéo da Ativagdo dainvaséo
angiogénese e metastase

Acionamento daimortalidade
pelareplicacéo

Fonte: Hanahan & Weinberg, 2011.

Os radicais livres também desempenham um papel importante na
carcinogénese, sejam como iniciadores, sejam como promotores. O estresse oxidativo é
definido como um desequilibrio entre a producdo de radicais livres, ou espécies
reativas de oxigénio (EROs) e sua eliminacdo por mecanismos de protecéo,
conhecidos como antioxidantes (DURACKOVA, 2009). As EROs séo produzidas pela
atividade mitocondrial e atuam em ac¢des como sinalizacdo celular em resposta a
estresse. Proteinas e lipidios também sao alvos significativos para o ataque oxidativo,e
a modificacdo dessas moléculas pode aumentar o risco de mutagénese (REUTER et
al., 2011). Nas reacGes metabdlicas endoégenas, as células aerébicas produzem EROs
como o anion superoxido (-Oz), peroxido de hidrogénio (H202), radical hidroxila(-OH), e
perdxidos organicos (POYTON et al., 2009). Em casos de estresse prolongado, com

alto acumulo de EROs, alteracdes severas podem ocorrer na célula,
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induzindo danos no DNA ou agravando mutacdes existentes (VISCONTI & GRIECO,
2009 e REUTER et al., 2011).

Dentre as alteracbes genéticas encontradas no céancer, algumas sao
consideradas criticas para o desenvolvimento do tumor, pois codificam componentes
de vias bioquimicas que regulam o comportamento social das células, que também
influéncias as células vizinhas (ALBERTS, et al., 2017). Uma lista de proteinas
codificadas por proto-oncogenes e genes supressores de tumor inclui exemplos de
praticamente todos os tipos de proteinas envolvidas em sinalizacdo, como: proteinas-
sinal secretadas, receptores transmembrana e proteinas reguladoras de genes. Os
componentes das vias de sinalizagdo que normalmente funcionam para inibir a
proliferacdo celular frequentemente aparecem como supressores de tumor
(HANAHAN & WEINBER, 2011; ROBBINS et al., 2016; ALBERTS, et al., 2017).

Dentre os fatores genéticos para o cancer de mama, o INCA destaca BRCAle
BRCA2 como os mais frequentes. As situacbes que podem indicar predisposicéo
hereditaria ao cancer de mama, e que conferem risco elevado de desenvolvimento da
doenca, séo: possuir varios casos de cancer de mama e/ou pelo menos um caso de
cancer de ovario em parentes consanguineos, sobretudo em idade jovem, ou cancer
de mama em homem também em parente consanguineo. O cancer de mama de
carater hereditario corresponde de 5% a 10% do total de casos (ADAMI et al., 2008;
Breast Cancer Association Consortium, 2021 e INCA, 2022).

2.2 Tratamento e mecanismos de resisténcia tumoral

O INCA (2020) preconiza como tratamento, de maneira geral, a cirurgia,
guimioterapia, radioterapia e/ou transplante de medula 6éssea. Em muitos casos, com
combinacdo destas terapias. O tratamento do cancer de mama dependera do
estadiamento e tipo do tumor, podendo incluir cirurgia, radioterapia, quimioterapia,
hormonioterapia e terapia alvo.

A perspectiva de tratamento, com maior grau de eficiéncia, continua sendo a
guimioterapia. O principal entrave é que a maioria dos farmacos utilizados atingem
também as células saudaveis, gerando imunotoxicidade que além de afetar o
desenvolvimento do tumor, também pode complicar o quadro clinico do paciente
(ZANDI, 2010).
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Como efeitos colaterais, o paciente pode apresentar: queda de cabelo, prisdo
de ventre, diarréia, feridas na boca e surgimento de infec¢des oportunistas, nauseas,
anemias, fraqueza, escurecimento da visao, dentre outros (INCA, 2022).

O maior desafio na terapia contra o cancer é a resisténcia a quimioterapicos e
recorréncia da doenca pos-quimioterapia, devido ao surgimento de células-tronco
tumorais (BARBATO et al, 2019). Estas populagbes celulares apresentam
mecanismos de resisténcia responsaveis pela queda na taxa de sucesso do
tratamento, como aumento na expressao de transportadores ABC para efluxo de
drogas, resisténcia a apoptose, ativacdo da maquinaria de reparo do material genético e
modulagéo do microambiente tumoral, ilustrados na figura 4 (BARBATO et al., 2019 e
GARCIA-MAYEA, 2019).

Dentre os mecanismos de resisténcia, pode-se destacar a proteina de
resisténcia ao cancer de mama (breast cancer resistence protein - BCRP/ABCG2),
identificada pela primeira vez, em 1998, por Doyle e colaboradores na linhagem MCF-
7. Expressando-se altamente em linhagens resistentes a tratamentos, BCRP é um
transportador forte e com ampla especificidade de substrato, incluindo a maioria das
drogas anticancerigenas, como metotrexato, doxorrubicina, bisantreno, irinotecano,
etoposido, inibidor de tirosina quinase (imatinibe, flavopiridol), ambos com carga
positiva, além demoléculas carregadas negativamente, bem como moléculas soluveis
em agua (SARASWATHY & GONG, 2013; KUMAR & JAIKAT, 2019).
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Figura 4: Mecanismos de resisténcia de uma célula tronco tumoral - A figura sintetiza as
principais formas de evaséo dos tratamentos quimioterapicos por estas células, como: citados
transportadores ABC, alteracdes de modulagcdes epigenéticas, alteracbes metabdlicas, perda
do controle da autofagia e apoptose.
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Fonte: Garcia-Mayea, 2019.

2.3 Produtos naturais como perspectiva de futuros farmacos

Devido a problematica acima abordada, a busca por compostos ativos
derivados de produtos naturais vem aumentando, visto que muitos isolados ja deram
origem a varios medicamentos utilizados na medicina alopatica, como Vinblastina,
Vincristina, Elipticina e Paclitaxel, além de possuirem menos chances de causar
efeitos colaterais (SULTANA et al., 2014).

O uso terapéutico de produtos naturais pertence a praticas meédicas mais
antigas. A OMS estima que quase 80% da populacdo mundial utiliza plantas como
drogas, especialmente nos paises em desenvolvimento (WANG; CALWAY & YUAN,
2012). Os produtos naturais contém os chamados metabdlitos secundarios, que sao
considerados uma grande promessa para descoberta e desenvolvimento de novos
produtos farmacéuticos em diversas doencas humanas, incluindo céncer, como

evidenciado pelo fato de que de 121 medicamentos prescritos para o tratamento do
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cancer até 2010, 90 sao derivados de fontes vegetais (QURISHI et al., 2010 e SINGHet
al., 2018).

A revisdo de Singh et al. (2018) exemplifica uma ampla gama de drogas
anticancerigenas de origem vegetal derivadas de trés tipos principais de metabdlitos
secundarios: alcalbides, flavondides e terpendides que oferecem uma grande
atividade e seletividade contra células tumorais, mas baixos efeitos colaterais e ainda
um papel preventivo contra a doencga, pois melhoram a imunidade. Essas classes
apresentam como alvo as enzimas topoisomerases, ciclooxigenases, lipoxigenase e
aromatase em varias linhagens de cancer. Ha relato de atividade antitumoral in vitro
de produtos naturais em nosso laboratério, como Bowdichia virgilioides, Padina
gimnospora e Hypnea musciformis (SOUZA, 2015; SILVA 2016 e WEIGEL-GOMES,
2019).

O ambiente marinho é abundante e diverso, sendo responsavel por abrigar
mais de 15000 componentes quimicos identificados e caracterizados com potencial
antitumoral (SHOEIB et al., 2004). Dentre o ecossistema marinho, as algas sao
consideradas como grande ambiente para desenvolvimento da industria alimenticia,
de cosméticos e de farmacos, pois possuem fibras, minerais, lipidios, proteinas,
Omega-3, acidos graxos, aminoacidos essenciais, vitaminas A, B e C e
polissacarideos como produtos de seu metabolismo. Ha publicacbes cientificas que
descrevem atividades antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana, anticoagulante e
antitumoral para diversas linhagens de cancer (LYU et al., 2016; RUAN et al., 2018 e
SOUZA et al., 2018).

As macroalgas podem ser classificadas de acordo com seu pigmento em
rodofitas (vermelhas), fedfitas (marrom) e cloréfitas (verde). As algas marrons sao as
maiores, enquanto vermelhas sdo as menores. Os polissacarideos sédo descritos como
0s principais grupos de metabdlitos das macroalgas, sendo fonte de interesse por
serem atribuidos a eles os efeitos biologicos relatados. Os principais polissacarideos
sulfatados encontrados nas algas séo: carragenina (vermelha), fucoidano (marrom) e
ulvana (verde) (CUNHA & GRENHA, 2016).

Essa diversidade quanto aos metabdlitos pode ser atribuida pela localizacéo
das algas marinhas: predominantes nas zonas entre marés e sao periodicamente
submetidas a exposi¢éo direta a radiacdo solar, a elevadas temperaturas e a emersao

devido as flutuacdes das marés. Similarmente, a precipitagdo anual das monc¢des
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também traz consigo mudancas na salinidade, na qualidade da 4gua e na composicéo
mineral. Essas mudancas séo susceptiveis de influenciar o metabolismo e as fun¢fes
metabdlicas normais das algas, criando estresse oxidativo através do aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio (MAHARANA et al., 2015). As algas entre
marés desenvolveram mecanismos para prevenir danos fisioldgicos letais, o que as
permitem para sustentar as mudancas ambientais e manter sua integridade fisiol6gica
(ARAVIND et al., 2005).

A revisao de Hanahan & Weinberg (2011) teve como objetivo listar o sucesso
das drogas diante de pontos considerados chave para o crescimento do tumor. Dentre
0s quais: inibidores do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), inibidores
de quinase dependentes de ciclina (Cdk), ativacdo imune do anti-CTLA4 mAB,
inibidores de telomerase, drogas anti-inflamatérias seletivas, inibidores de sinalizacao
do fator de crescimento endotelial de vasos (VEGF) e inibidores da enzima poli
adenosina difosfato ribose polimerase (PARP).

Um agente terapéutico direcionado que inibe uma via chave em um tumor pode
nao desligar completamente uma capacidade caracteristica, permitindo algumas
células cancerosas sobreviver com funcéo residual até elas, ou suas descendentes,
eventualmente se adaptarem a pressao seletiva imposta pela terapia que esta sendo
aplicada. Tal adaptacdo, que pode ser realizada por mutacdo, por reprogramacao
epigenética, ou por remodelacdo do microambiente, pode restabelecer a capacidade
funcional, permitindo o crescimento tumoral renovado e recidiva clinica (HANAHAN &
WEINBERG, 2011).

2.3.1 Arrabidaea chica

Arrabidaea chica Verlot (imagem 1) € uma planta arbustiva da familia
Bignoniaceae, espécie nativa da regido amazbnica conhecida como crajiru, e
difundida no sul do México ao Brasil central, especialmente na bacia amazodnica.
Atualmente ocorre nas regides tropicais da América do Sul e da Africa (RIBEIRO et al.
2012 e ROCHA et al., 2019).

E amplamente utilizada na medicina popular para cicatrizacdo de feridas,
tratamento de inflamacdo e cdlica intestinal. Ha relato de atividade leishmanicida e

antitumoral para diversas linhagens de leucemia (RIBEIRO et al., 2012; MICHEL et
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al., 2013; CORTEZ DE SA et al., 2016). Varios flavonoides e antocianidinas foram
isoladas de suas folhas, bem como as principais classes de metabdlitos secundarios:
antocianinas, antraquinona, catequinas, &cidos organicos, acUcares redutores,

esterdides, xantonas, taninos, flavonois e flavanonas (ROCHA et al., 2019).

Imagem 1: Aspectos das folhas e flores de Arrabidaea chica Verlot.

Fonte: Site fitoterapia Brasil.
2.3.2 Hypnea musciformis

A macroalga rodéfita Hypnea musciformis (Wulfen) Lamouroux (imagem 2) é
uma espécie cosmopolita, sendo a mais conhecida do género Hypnea e tem valor no
nordeste do Brasil e no mundo por ser uma fonte natural de polissacarideos sulfatados
do tipo carrageninas (MAHARANA et al., 2015; CUNHA & GRENHA, 2016 e SOUZA
et al., 2018). E considerada uma espécie potencialmente lucrativa devido ao alto
rendimento especifico de kappa-carragenina, rapida taxa de crescimento e toleranciaa
diferentes condi¢cdes ambientais (COSENZA et al., 2014).

Os polissacarideos sulfatados sdo unidades repetidas de dissacarideos e sao
encontrados na matriz extracelular das algas. Os encontrados em algas vermelhas
sdo conhecidos como galactanas, onde variacdes estruturais definiram a
nomenclatura carragena ou agaran (SOUZA et al., 2018).

Souza et al. (2018) também relatou potencial antioxidante, antimicrobiano e
antiproliferativo do polissacarideo sulfatado isolado de Hypnea musciformis. O
composto mostrou atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e Candida

albicans e atividade antiproliferativa contra neuroblastoma e cancer de mama.
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Também foi testado em linhagem celular de fibroblasto, onde ndo mostrou
toxicidade. Apesar da predominancia de kappa-carragenanas em sua composicao, H.
musciformis mostra também uma grande quantidade de compostos fendlicos, o que
pode justificar sua atividade antioxidante e, consequentemente, sua atividade
protetora e potencial antitumoral (CAO, SOFIC & PRIOR, 1997).

A revisdo de Cunha e Grenha (2016) destaca que, dentre as atividades
biolégicas atribuidas as carrageninas, também ha relatos de atividade antiviral contrao
HPV, o HIV, o virus da influenza H1IN1, o da dengue, o da hepatite A, herpes, além de

apresentar atividade anticoagulante e reducéo dos niveis de colesterol séricos.

Imagem 2: Aspectos gerais da macroalga Hypnea musciformis (Wulfen) Lamouroux.

wJalgaeBAsE

Fonte: Site Algaebase.

24



3. OBJETIVOS

Objetivo geral: avaliar o potencial antitumoral de extratos brutos e fracfes de plantae

macroalgas em linhagens tumorais EAC e 4T1.

Objetivos especificos:

1. Avaliar a viabilidade das células EAC in vitro;

2. Padronizar a concentracdo de quimioterapico como controle positivo em células
EAC pelo ensaio MTT, em 24 e 48 horas;

3. Avaliar a atividade antitumoral do extrato bruto aquoso de Arrabidaea chica em
células EAC e 4T1, pelo ensaio MTT, em 24 e 48 horas;

4. Avaliar a atividade antitumoral dos extratos brutos diclorometano e etandlico, bem
como das fragdes cloroformica e hexano de Hypnea musciformis em células EAC e
4T1, pelo ensaio MTT, em 24 e 48 horas;

5. Avaliar a viabilidade pelo ensaio Tripan blue com as ICso obtidas dos extratos de A.

chica e H. musciformis, em EAC e 4T1;

6. Avaliar a genotoxicidade com as ICso obtidas dos extratos de A. chica e H.

musciformis, em EAC e 4T1;

7. Avaliar a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) com as ICso obtidas

dos extratos de A. chica e H. musciformis, em EAC e 4T1.
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4. MATERIAIS E METODO

4.1 Extratos e produtos quimicos

As amostras da macroalga Hypnea musciformis foram preparadas egentilmente
cedidas pela Prof.2 Elica Guedes (GUEDES et al., 2013) do Laboratério de Ficologia
do Instituto de Ciéncias Biolégicas e da Saude (ICBS-UFAL). Foram utilizados o
extrato bruto diclorometano (EBDHm), o extrato bruto etandlico (EBEHm), fracao
cloroférmica do extrato bruto diclorometano (FCHm) e fracdo hexano do extrato bruto
diclorometano (FHHm). A amostra da planta Arrabidaea chica foi preparada
semelhante aos extratos brutos em Guedes et al. (2013), e cedida pelo professor
Rafael Brito, do setor de Fisiologia da Universidade Federal Fluminense (UFF). Foi
utilizado o extrato bruto aquoso da planta (EBAc). Os demais produtos quimicos foram

adquiridos na Sigma Chemicals Co. (St. Louis, MO).

4.2 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) fémeas, entre 8 e 12
semanas de idade, pesando entre 28 e 32 gramas, obtidos do Biotério Central da
Universidade Federal de Alagoas (Biocen-UFAL) e mantidos no Biotério Setorial do
Laboratério de Biologia Celular (LBC/SEVERINAO). Os animais foram mantidos em
gaiolas (produzida em polipropileno) nas medidas (LXCxA) de 45 x 60 x 25 cm, em
grupos de 6 animais por caixa, temperatura de 21 + 1 °C, ciclo claro-escuro de 12-12
horas e com livre acesso a racdo e agua. Todos os procedimentos foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso Animal da UFAL (CEUA n° 01/2017).

4.3 Linhagens celulares e cultivo
4.3.1 Células EAC e 4T1
Para realizagdo dos ensaios antitumorais foram escolhidas o Ehrlich Ascites

Carcinoma (EAC), conhecido como tumor de Ehrlich, e a linhagem comercial 4T1,

ambas de origem murina.
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As células EAC mimetizam um comportamento de tumor de mama humano
metastatico e foram descritas inicialmente por Paul Ehrlich, em 1896, como um
adenocarcinoma mamario espontaneo de camundongo fémea. Ehrlich e Apolant
(1905) usaram-no como tumor por transplante de tecidos tumorais por via subcutanea
de animal para animal. Os tumores experimentais tém grande importancia para
servirem como modelos vivos de experimentacdo, sendo EAC considerado um dos
mais comuns (OZASLAN et al., 2011).

Em 1932, Loewenthal e Jahn (1932) obtiveram a forma liquida no periténio do
camundongo, homeando-a “carcinoma de ascite de Ehrlich” devido ao liquido ascitico
(imagem 3), juntamente com as ceélulas do carcinoma. Para ensaios in vitro a
viabilidade em cultura dessas células chega a 7 dias apenas, pois ndo apresentam
capacidade proliferativa, o que justifica um protocolo de manutencdo de EAC que
depende de organismo vivo. Estas células tumorais sdo arredondadas, citoplasma
escasso com presenca de vacuolos, nucleo denso e pleomorfismo celular
caracteristico, apesentando diametro cerca de 2 a 3 vezes maior que aos das
hemacias, como exemplificado na imagem 4 (DAGLI, GUERRA & SALDIVA, 1992;
CHAKRABORTY et al., 2007 e SOUZA, 2020).

Imagem 3: Foto do liquido peritoneal de camundongos contendo o tumor ascitico de
Ehrlich.

Fonte: Souza, 2020.
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Imagem 4: Foto das células EAC coradas com kit panoptico - As setas pretas destacam a
presenca de vacuolos. Aumento 1000x.

Fonte: O autor, 2020.

A linhagem celular 4T1 (imagem 5) consiste num carcinoma mamario com
potencial metastatico para pulméo e figado, isolado de camundongos fémeas BALB- C
(ASLAKSON & MILLER, 1992). Essa linhagem celular se apresenta como alternativa
mais adequada para ensaios experimentais para avaliar a atividade antitumoral de
extratos, fracbes ou substancias puras que se mostraram promissoras ao longo de
anos de estudos.

Além disso, essa linhagem também é capaz de induzir tumor de mama em
modelo in vivo, com o desenvolvimento de metastase de forma espontéanea, a partir do
tumor primario, bem como a disseminacado progressiva para os nodulos linfaticos de
drenagem e outros orgaos semelhante a um cancer mamario humano (ASLAKSON &
MILLER, 1992; PULASKI & OSTRAND-ROSENBERG, 2000).

Imagem 5: Foto mostrando morfologia da célula 4T1 aderida - aumento ndo informado
pelo ATCC. Lado esquerdo indica densidade baixa da populagéo celular, enquanto o direito
indica densidade alta.

Fonte: ATCC.
28



4.3.2 Cultivo

EAC foi cultivado em camundongos. As células do tumor foram obtidas para os
ensaios através de puncédo do liquido peritoneal. O tumor e o modelo de crescimento
foram gentilmente cedidos pela professora Dr.2 Ivone Ant6nia de Souza do Laboratério
de Farmacologia e Cancerologia Experimental do Departamento de Antibioticos do
Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

A linhagem celular comercial de mama murino 4T1 foi obtida do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ). A linhagem é mantida em nosso laborat6rio de
acordo com as normas de procedimento do BCRJ e da ATCC.

O meio de cultura utilizado foi o RPMI suplementado com 10% de soro bovino
fetal e 1% de L-glutamina (2mM). O descongelamento das células foi feito a 37°C,
seguido de centrifugacdo por 5 minutos a 1500 rpm. O crescimento foi realizado
utilizando garrafas 25cm?, incubadas em estufa de CO> com atmosfera umida de 5% a

37°C. Os ensaios foram realizados em placas de 24 ou 96 pocos sob estas condi¢des.

4.4 Ensaio de viabilidade celular MTT

O MTT é um teste colorimétrico que detecta células vivas baseando-se na
atividade mitocondrial pela reducdo do MTT [brometo de 3-(4,5- dimetiltiazol-2- il)-2,5-
difeniltetrazolio], através da clivagem do sal de tetrazdlio em cristais de formazana,
pela enzima succinato desidrogenase (DENIZOT, 1986).

Foram plaqueadas 5x10* células/poco de EAC em placas de 96 pocos de fundo
“U”. Apo6s o periodo de encubagao de 1 horas das células EAC, houve a adicao de
100pL de meio RPMI 10% SBF (cinética celular) ou meio com diferentes
concentra¢cfGes do controle positivo (cisplatina) e extratos (Arrabidaea chica e Hypnea
musciformis). Apos 24 ou 48 horas de tratamento em EAC, houve adi¢cdo de 20uL de
MTT (5mg/mL) em cada poco e as placas foram colocadas novamente em estufa de
CO2 a 37 °C por 3 horas. Em seguida, a placa foi centrifugada por 14min a 1.400 rpm,o
sobrenadante foi retirado e adicionados 150uL de DMSO 1% por pogo para a diluicao
dos cristais de MTT formados dentro das mitocéndrias. Passados 15 minutos,as placas

foram lidas no espectrofotbmetro com comprimento de onda de 530nm. Os
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controles utilizados no ensaio foram: a) meio de cultura sem células e sem extrato -
BRANCO; b) controle proliferativo/negativo (células em meio de cultura sem extrato -
CELLS); c) controle do veiculo de diluigcdo (células com dimetilsulféxido — DMSO 1%)e
d) controle positivo (células com o quimioterapico cisplatina a 5pg/mL - CIS).

Para a linhagem celular 4T1, foram plagueadas 2x10* células/poco em placas
de 96 pocos de fundo chato. ap6s encubacédo de 16 horas, os demais passos se deram
da mesma forma. A diferenca consistiu na mudanca do controle positivo para o
guimioterapico doxorrubicina a 1ug/mL (DOXO). O célculo da viabilidade celular foi
feito da seguinte forma:

% inibicio = MEDIA [(absorbancia tratado/absorbancia do branco) x 100]

absorbancia néo tratado/negativo

Este resultado possibilitou o céalculo da ICso (concentragéo que inibe 50% da

proliferacéao celular) tanto em 24 como em 48 horas.

4.5 Ensaio de viabilidade celular Tripan blue

A viabilidade celular foi avaliada pelo método de exclusdo com corante azul de
Tripan, conhecido como Tripan blue. (CODER, D.M., 2005). Este teste é baseado no
conceito de que as células viaveis ndo permitem a internalizacdo do corante, enquanto
gue as células com membrana rompida (mortas) sdo permeaveis, adquirindo a cor
azul como sinal de morte.

A quantidade celular utilizada por placa neste ensaio foi mantida para as células
presentes no estudo. ApGs 24 ou 48 horas da adicdo dos extratos, ou apenas de meio
de cultura para cinética celular, a placa foi centrifugada por 14 minutos a 1.400 rpm,
retirado 150uL do sobrenadante e realizada a contagem de 10uL de células retiradas
de cada poco homogeneizado com 90uL de Azul de Tripan na camara de Neubauer.O
numero de células por mL de uma amostra contada na camara de Neubauer foi obtido

pela equacéo:
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Q1 + Q2 + Q3 + Q4 x 10* x fator de diluicdo = n° de células/ mL

4 onde, Q = quadrante

Os controles utilizados no ensaio foram: a) meio de cultura sem células e sem
extrato - BRANCO; b) controle proliferativo/negativo (células em meio de cultura sem
extrato - CELLS); c) controle do veiculo de diluicdo (células com dimetilsulfoxido —
DMSO 1%) e d) controle positivo (células com o quimioterapico cisplatina a 5pg/mL -
CIS).

4.6 Ensaio de micronucleo

O protocolo utilizado (FENECH 2000 e 2002) foi realizado apenas com as ICsp.
Os micronucleos séo fragmentos de DNA que sdo separados do nucleo principal da
célula. A formacdo de micronucleo na célula € um processo considerado uma
aberracdo cromossOmica, pois ocorrem quebras na fita dupla do DNA, sem que haja
reparo.

A quantidade celular utilizada para este ensaio foi mantida para as células
presentes neste estudo. Apos 24 ou 48 horas de tratamento, 30uL da amostra foram
utilizados para preparar as laminas. O volume de 200uL foi completado com 1700uLde
PBS (1X). As células foram centrifugadas a 350 rpm durante 5 minutos, fixadas com
metanol e, por fim, coradas com o kit panoptico rapido para avaliacdo das laminasem
microscépio Optico, com aumento final de 1000X, para analise de 1000 células por
amostra.

As células foram agrupadas de acordo com o0 aspecto nuclear em saudaveis,
com micronucleo ou apoptéticas. Os controles utilizados no ensaio foram: a) meio de
cultura sem células e sem extrato - BRANCO; b) controle proliferativo/negativo(células
em meio de cultura sem extrato - CELLS); c) controle do veiculo de diluicdo (células
com dimetilsulféxido — DMSO 1%) e d) controle positivo (células com o quimioterapico

cisplatina a 5pg/mL - CIS).

31



4.7 Ensaio de espécies reativas de oxigénio (EROs)

Para a medicdo de EROs intracelular foi utilizado o método do 2’,7’-diacetato
diclorofluoresceina (H2DCFH-DA), com base com o protocolo da Invitrogen/Molecular
Probes. Ao permear na célula, mediante a presenca de EROs, o H2DCFH-DA é
oxidado a sua forma fluorescente DCF (2',7’-diclorofluoresceina). Para o ensaio de
EROs foram utilizadas 2x10° células/poco de EAC em placas de 24 pocos. Os pocos
foram transferidos para tubos de citometria e marcados com o0 H2DCFH-DA 10uM/mL,
por 30 minutos, protegido da luz, seguindo as recomendacbes do fabricante.
Posteriormente foi adicionado PBS (1X) para leitura em citometria de fluxo.

4.8 Andlise estatistica

Para realizar as analises estatisticas dos resultados, utilizou-se o software
GraphPad Prism 8 ®.

Ensaios MTT, Tripan blue e EROs: utilizou-se a analise de variancia One-way
ANOVA, seguido do pos-teste de comparacdes multiplas de Tukey com nivel de
significancia selecionado para p<0.05. As ICsp obtidas foram calculadas através de

regressao nao-linear.

Ensaio Tripan blue: utilizou-se a andlise de variancia Two-way ANOVA, seguido do
pos-teste de comparacdes multiplas Bonferroni com nivel de significancia também

selecionado para p<0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 Resultado da viabilidade celular das células EAC in vitro pelo ensaio MTT

Para tornar possivel realizacdo dos ensaios com estas células, primeiro houve a
padronizacdo do modelo de induc&o tumoral de Ehrlich na UFAL. Esta padronizacaofoi
realizada como parte da tese de doutorado de Souza (2022). Camundongos muito
jovens ou com um nivel elevado de estresse pode levar ao retardo do desenvolvimento
do tumor de Ehrlich na sua forma ascitica. Para permitir melhor reprodutibilidade dos
experimentos, em todos os ensaios foram utilizados camundongos com 8-12 semanas
de idade.

Ap6s a padronizacdo do processo de inducdo tumoral, as demais etapas
consistiram no estudo do comportamento das células in vitro. Para tanto, apds a
puncdo do liquido ascitico, 30uL de EAC foram misturadas com 170uL de PBS 1x

para preparacao de laminas na citocentrifuga (figura 5).

C e D) Lamina de células EAC (setas pretas) em aumento de 1000x. Coloraga@o com kit panético rapido.
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E) Lamina de EAC com célulasvivas (setas pretas) e mortas (setas laranjas) em aumento de 400x. F) Lamina de EAC com controle cisplatina
a 5pg/mL (setas laranjas) em aumento de 1000x. Coloragdo com kit panético rapido.

Figura 5: A) a F) Células do tumor ascitico de Ehrlich em varios aumentos. As
setas pretas indicam morfologia normal (células vivas) de EAC, enquanto as setas
laranjas indicam alteragcbes na morfologia (células mortas). Coloragdo com kit
pandptico rapido (Panético rapido Laborclin).

A obtencdo das laminas pela citocentrifugacdo permitiram observar a
morfologia de EAC, confirmando com o que existe descrito no item 4.3.1 da
metodologia.

As figuras 6 e 7 mostram os resultados da viabilidade celular de EAC, pelo

ensaio MTT e Tripan blue, em diferentes tempos:
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Figura 6. Grafico de cinética celular por MTT (0-48h) de células EAC (tumor
ascitico de Ehrlich). Dados representados pela média + erro padrdo da média
utilizando o software GraphPad Prism 8. One-way ANOVA seguido do pés-teste Tukey
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para comparac¢des multiplas, onde *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001 em

relagéo ao controle celular.
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Figura 7. Gréafico de cinética celular por Tripan (0-48h) de células EAC (tumor
ascitico de Ehrlich). Dados representados pela média + erro padrdo da meédia
utilizando o software GraphPad Prism 8. One-way ANOVA seguido do pos-teste Tukey
para comparac¢des multiplas, onde *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e *** p<0,0001 em

relacéo ao tempo Oh.

Os ensaios MTT e Tripan blue furam utilizados para avaliar a viabilidade celular,
bem como estabelecer a cinética destas células nos tempos 0, 6, 12, 24, 36 e 48
horas. De acordo com a figura 6, apesar de um leve aumento na barra indicativa de
24h, ndo houve aumento estatisticamente significante da proliferacéo celular entre os
tempos. Esse resultado se confirma pelo ensaio Tripan blue (figura 7). Nele, a
contagem de células viaveis se manteve durante todos os tempos avaliados. Todos os
tempos tiveram como controle de morte o detergente Tween a 3%, que matou as

células em todos os tempos, tanto no ensaio de MTT quanto no de Tripan Blue.
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5.2 Resultado da padronizacao do controle positivo em EAC in vitro, pelo ensaio MTT,
em 24 e 48 horas

Uma vez conhecendo o comportamento celular in vitro de EAC, podemos realizar
experimentos com aplicabilidade terapéutica (busca por quimioterapicos), que é o
objetivo do nosso grupo de pesquisa. Ao provar que as células sdo resistentes em
cultura por pelo menos 48 horas, precisamos estabelecer um quimioterdpico que
funcionasse para EAC e que pudesse ser o comparativo para 0s compostos testados
como possiveis antitumorais. Com o auxilio da literatura, elegemos o quimioterapico
cisplatina.

Os graficos da figura 8 mostram os resultados do MTT em 24 e 48 horas do
guimioterapico cisplatina em EAC:
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Figura 8. Gréafico de viabilidade celular (MTT) do quimioterapico cisplatina (CIS)
nas concentracfes de 2,5 a 80ug/mL em células EAC (tumor ascitico de Ehrlich)
apos: A) 24 horas de tratamento e B) 48 horas de tratamento. CELLS: controle
celular sem tratamento. Dados representados pela média + erro padrdo da média
utilizando o software GraphPad Prism 8. One-way ANOVA seguido do pés-teste Tukey
para comparacdes multiplas, onde *p<0,05, ** p<0,01, ** p<0,001 e **** p<0,0001 em
relacdo ao controle celular.

Como observado na figura 8, todas as concentracfes do quimioterapico
reduziram a viabilidade celular de forma concentragéo-dependente, especialmente em
48 horas. As menores concentracdes testadas reduziram cerca de 70% da populagao

de EAC em 24 horas (2,5ug/mL = 28.16 +4.00 e 5ug/mL = 30.39 +4.39 EAC viaveis).
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Em 48 horas, a concentragdao de 5ug/mL reduziu a viabilidade celular superiormente
ao minimo desejado de 80% (10.82 + 0.81 células viaveis), enquanto que a
concentragcédo de 2,5ug/mL manteve a reducao da viabilidade em 70% (28.66 = 3.97
células viaveis).

A concentracdo de 5ug/mL foi adotada como controle positivo. Além de seguir
os critérios de reducdo de viabilidade, o fato dessa concentracdo reduzir
significativamente em 48 horas podera permitir melhor comparacdo com futuros
compostos testados, visto que, em nosso laboratério, os extratos de H. musciformis
testados ja reduziram a viabilidade tumoral de outras células (leucemia linféide aguda,
CCRF-CEM) desta mesma forma em 48 horas. (WEIGEL-GOMES, 2019). H4 também a
facilidade de utilizar uma Unica concentragdo em ambos os tempos (24 e 48 horas). As
demais concentracdes, apesar de reduzirem mais a viabilidade celular, exigem mais

gasto de medicamento para reproducao do ensaio, e por isso foram descartadas.

5.3 Resultado do efeito do extrato bruto aquoso de Arrabidaea chica (EBAc) em EAC

e 4T1, pelo ensaio MTT, em 24 e 48 horas

A padronizacgéo possibilitou o céalculo da ICsp (concentragéo que inibe 50% da
proliferacédo celular) para o extrato bruto aquoso de Arrabidaea chica (EBACc) e para a
fracdo cloroférmica do extrato bruto diclorometano de Hypnea musciformis (FCHm)

na linhagem de EAC.
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Os dados da figura 9 apresentam o resultado do MTT de EBAc em EAC, apoés 24
horas:
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Figura 9. Gréafico de viabilidade celular (MTT) do extrato bruto de Arrabidaea
chica (EBAc) nas concentragcbes de 0,9 a 120pug/mL em células EAC (tumor
ascitico de Ehrlich) apés 24 horas de tratamento. DMSO: dimetilsulfoxido, controle
do veiculo de diluicdo a 1%. CIS: cisplatina, controle positivo a 5ug/mL. CELLS:
controle celular sem tratamento. Dados representados pela média + erro padrdo da
meédia utilizando o software GraphPad Prism 8. One-way ANOVA seguido do pos-
teste Tukey para comparacfes multiplas, onde *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e ****

p<0,0001 em relac&o ao controle celular.

De acordo com a figura 9, EBAc reduziu a viabilidade celular de forma
concentracdo-dependente a partir de 3,75ug/mL. A partir de 15ug/mL o extrato teve
reducdo significativa na viabilidade de EAC, onde as maiores concentracdes
reduziram mais que 50% das células tumorais. Em 60ug/mL houve uma reducdo com
cerca de 70% (29.70 £ 8.92 células viaveis). Em 120ug/mL a reducéo foi ainda maior,
em torno de 90% (9.95 = 2.45 células viaveis), tendo praticamente 0 mesmo
desempenho do controle positivo CIS. O quimioterapico CIS reduziu a viabilidade
celular também em cerca de 90% (9.04 + 1.85 células viaveis). O grupo DMSO néao
mostrou efeito sobre a viabilidade de EAC em relacdo ao controle CELLS.

O sucesso de EBAc na reducao em mais de 50% da populacao tumoral permitiuo
célculo de uma concentracao inibitéria para 50% das células (ICso). A IC foi calculada

através de regressao nao-linear, obtendo ICso= 40ug/mL (figura 10).
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Figura 10. Gréfico representando a ICsp= 40ug/mL do extrato bruto de Arrabidaea
chica (EBAc) apds 24 horas de tratamento em células EAC (tumor ascitico de
Ehrlich) obtido a partir do ensaio MTT. A ICso foi calculada por regressao nao linear
utilizando o software GraphPad Prism 8.

Como a reducdo tumoral de EBAc foi alta nas maiores concentragdes,
mostrando um resultado promissor em 24 horas, optamos por nao realizar 0 ensaio
em 48 horas para este extrato em EAC.

Os resultados do extrato EBAc sobre a viabilidade celular de 4T1 sé&o

apresentados na figura 11, em 24 e 48 horas:
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Figura 11. Gréafico de viabilidade celular (MTT) do extrato bruto de Arrabidaea
chica (EBAc) nas concentracdes de 0,9 a 120ug/mL em células 4T1 (tumor de
mama murino) apos: A) 24 horas de tratamento e B) 48 horas de tratamento.
DMSO: dimetilsulfoxido, controle do veiculo de diluigdo a 1%. DOXO: doxorrubicina,
controle positivo a 1ug/mL. CELLS: controle celular sem tratamento. Dados
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representados pela média + erro padrdo da média utilizando o software GraphPad
Prism 8. One-way ANOVA seguido do pés-teste Tukey para comparacdes multiplas,

onde *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e *** p<0,0001 em relacdo ao controle celular.

De acordo com a figura 11, o extrato apresentou um efeito inibitério em 24h na
apenas maior concentracao testada (120 pg/mL; 69.6 £ 6 células viaveis) em relacéo
ao controle CELLS, o que inviabilizou o calculo de uma ICso para este grupo. O
quimioterapico DOXO reduziu a viabilidade celular em 30% (63.6 + 3.5 células viaveis)
em 24 horas. O grupo DMSO, n&o mostrou efeito sobre a viabilidade de 4T1 em
relacéo ao controle CELLS.

Em 48 horas, diferente do observado em grupos que comecaram a ter inibicao
no primeiro tempo testado, ndo houve redugdo estatisticamente significante em
nenhuma das concentragdes. O quimioterapico DOXO reduziu a viabilidade celular em
mais de 90% (5.3 = 0.5 células viaveis). O grupo DMSO n&o mostrou efeito sobrea

viabilidade de 4T1 em relacdo ao controle CELLS.

5.4 Resultado do efeito do extrato bruto diclorometano de Hypnea musciformis
(EBDHmM) em EAC e 4T1, pelo ensaio MTT, em 24 e 48 horas

Os resultados do extrato EBDHm sobre a viabilidade celular de EAC sao

apresentados na figura 12, em 24 e 48 horas:
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Figura 12. Grafico de viabilidade celular (MTT) do extrato bruto diclorometano de

Hypnea musciformis (EBDHm) nas concentracdes de 0,9 a 120ug/mL em
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células EAC (tumor ascitico de Ehrlich) apés: A) 24 horas de tratamento e B) 48
horas de tratamento. DMSO: dimetilsulféxido, controle do veiculo de diluicdo a 1%.
CIS: cisplatina, controle positivo a 5pg/mL. CELLS: controle celular sem tratamento.
Dados representados pela média + erro padrdo da média utilizando o software
GraphPad Prism 8. One-way ANOVA seguido do pos-teste Tukey para comparacdes
multiplas, onde *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001 em relacdo ao controle

celular.

Na figura 12 em “A”, EBDHm reduziu a viabilidade celular de forma significante
de 30 a 120ug/mL em 24 horas. No entanto, nem as maiores concentracoes reduzirama
populacdo de EAC em 50%: 60ug/mL= 64.93 + 4.36 ceélulas viaveis e 120ug/mL=
63.85 £ 4.70 células viaveis. O quimioterapico CIS reduziu a viabilidade celular em
cerca de 80% (15.32 £ 3.64 células viaveis). O grupo DMSO n&o mostrou efeito sobrea
viabilidade de EAC em relagcéo ao controle CELLS.

Buscando uma reducdo de 50% da populacdo tumoral, EBDHm foi testado nas
mesmas concentragcdes, porém no tempo de 48 horas. Na figura 12, em “B”, observou-
se novamente que as concentracfes maiores, apesar de serem estatisticamente
significantes, ndo reduziram a populacédo celular para um minimo de 50%: 60ug/mL=
70.04 + 457 células viaveis e 120ug/mL= 69.40 = 13.34 células viaveis. O
guimioterapico CIS reduziu a viabilidade celular acima de 90% (5.80 = 1.42 células
viaveis). O grupo DMSO novamente ndo mostrou efeito em relacdo ao controle
CELLS.
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Os resultados do extrato EBDHm sobre a viabilidade celular de 4T1 s&o

apresentados na figura 13, em 24 e 48 horas:
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Figura 13. Grafico de viabilidade celular (MTT) do extrato bruto diclorometano de
Hypnea musciformis (EBDHm) nas concentracdes de 0,9 a 120ug/mL em células
4T1 (tumor de mama murino) apos: A) 24 horas de tratamento e B) 48 horas de
tratamento. DMSO: dimetilsulfoxido, controle do veiculo de diluicdo a 1%. DOXO:
doxorrubicina, controle positivo a 1ug/mL. CELLS: controle celular sem tratamento.
Dados representados pela meédia = erro padrdo da meédia utilizando o software
GraphPad Prism 8. One-way ANOVA seguido do pdOs-teste Tukey para comparacdes
multiplas, onde *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e *** p<0,0001 em relacédo ao controle

celular.

De acordo com a figura 13, o extrato apresentou um efeito concentracdo-
dependente de inibicdo celular nos dois tempos testados. Em 24h, a inibicdo teve
inicio a partir da concentracdo de 3,75 pg/mL, com melhor desempenho na
concentracdo de 120 pug/mL (60 + 1.6 células viaveis). Apesar de ndo ser possivel o
calculo da ICso em 24 horas, esse efeito foi potencializado em 48h. O quimioterapico
DOXO reduziu a viabilidade celular em 50% (49 + 2.4 células viaveis). O grupo DMSO
ndo mostrou efeito sobre a viabilidade celular.

Em 48h, o efeito inibitério tem inicio na concentracéo de 7,5 ug/mL e atinge um
efeito citotoxico para mais de 50% da populacdo celular na maior concentracao
testada (120 pg/mL; 48.7 + 1.6 células viaveis). O quimioterapico DOXO manteve uma

reducdo da viabilidade celular maior que 90% (7.7 + 1.2 células viaveis). O grupo
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DMSO n&o mostrou efeito sobre a viabilidade celular. Estes resultados possibilitaramo

calculo de uma ICso = 110ug/mL, através de regressdo nao linear (figura 14).
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Figura 14. Grafico representando a ICsp= 110pg/mL do extrato bruto
diclorometano de Hypnea musciformis (EBDHm) apés 48 horas de tratamento
em células 4T1 (tumor de mama murino) obtido a partir do ensaio MTT. A ICsg foi

calculada por regresséo néao linear utilizando o software GraphPad Prism 8.

5.5 Resultado do efeito do extrato bruto etandlico de Hypnea musciformis (EBEHmM)

em EAC e 4T1, pelo ensaio MTT, em 24 e 48 horas

Os resultados do extrato EBEHmM sobre a viabilidade celular de EAC

sdo apresentados na figura 15, em 24 e 48 horas:
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Figura 15. Grafico de viabilidade celular (MTT) do extrato bruto etandlico de

Hypnea musciformis (EBEHmM) nas concentrag6es de 0,9 4 120ug/mL em células
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EAC (tumor ascitico de Ehrlich) apos: A) 24 horas de tratamento e B) 48 horas de
tratamento. DMSO: dimetilsulfoxido, controle do veiculo de diluicdo a 1%. CIS:
cisplatina, controle positivo a 5pug/mL. CELLS: controle celular sem tratamento. Dados
representados pela média + erro padrdo da média utilizando o software GraphPad
Prism 8. One-way ANOVA seguido do pds-teste Tukey para comparagcées mdltiplas,
onde *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e *** p<0,0001 em relacdo ao controle celular.

De acordo com a figura 15 em “A”, EBEHm nao foi capaz de reduzir a
viabilidade celular em 24 horas, apresentando um efeito proliferativo nas
concentracfes de 30ug/mL (120 + 3.57 células viaveis), 60ug/mL (132 + 3.24 células
viaveis) e 120pug/mL (142 + 4.48 células viaveis). O quimioterapico CIS reduziu a
viabilidade celular acima de 95% (2.89 £ 0.59 células viaveis) em 24 horas. Em “B”,
apenas a concentracdo de 7,5ug/mL (80.68 + 4.82 células viaveis) reduziu a
viabilidade celular de forma estatisticamente significante. No entanto, a inibicdo
apresentada nao foi capaz de reduzir a viabilidade em 50%. O quimioterapico CIS
reduziu a viabilidade celular (3.12 + 0.43 células viaveis) em 48 horas. O grupo DMSO
nao mostrou efeito sobre a viabilidade de EAC em relacéo ao controle CELLS.

Os resultados do extrato EBEHmM sobre a viabilidade celular de 4T1 sé&o

apresentados na figura 16, em 24 e 48 horas:
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Figura 16. Grafico de viabilidade celular (MTT) do extrato bruto etandlico de
Hypnea musciformis (EBEHmM) nas concentragfes de 0,9 a 120ug/mL em células
4T1 (tumor de mama murino) apés: A) 24 horas de tratamento e B) 48 horas de

tratamento. DMSO: dimetilsulfoxido, controle do veiculo de diluicdo a 1%. DOXO:
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doxorrubicina, controle positivo a 1pug/mL. CELLS: controle celular sem tratamento.
Dados representados pela média + erro padrdo da média utilizando o software
GraphPad Prism 8. One-way ANOVA seguido do pés-teste Tukey para comparacdes
multiplas, onde *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001 em relacdo ao controle

celular.

De acordo com a figura 16, o extrato apresentou um pequeno efeito inibitorio
apenas na maior concentracdo testada, tanto em 24h (120ug/mL; 82.1 + 2.3 células
viaveis), como em 48h (120ug/mL; 73.1 + 2.3 células viaveis), o que inviabilizou o
calculo de uma ICso para este grupo. O quimioterapico DOXO reduziu a viabilidade
celular em 50% (49 + 2.4 células viaveis) em 24 horas. O grupo DMSO n&o mostrou
efeito sobre a viabilidade de 4T1 em relac&o ao controle CELLS.

O quimioterapico DOXO reduziu a viabilidade celular em mais de 80% (15.2 +
2.5 células viaveis) em 48 horas. O grupo DMSO n&o mostrou efeito sobre a

viabilidade de 4T1 em relacdo ao controle CELLS.

5.6 Resultado do efeito da fracdo cloroformica do extrato bruto diclorometano de

Hypnea musciformis (FCHm) em EAC e 4T1, pelo ensaio MTT, em 24 e 48 horas

Os resultados do extrato FCHm sobre a viabilidade celular de EAC séao

apresentados na figura 17, em 24 e 48 horas:
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Figura 17. Gréfico de viabilidade celular (MTT) da frag&o cloroférmica do extrato

bruto diclorometano de Hypnea musciformis (FCHm) nas concentra¢cdes de 0,9
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a 120ug/mL em células EAC (tumor ascitico de Ehrlich) apos: A) 24 horas de
tratamento e B) 48 horas de tratamento. DMSO: dimetilsulfoxido, controle do veiculo
de diluicdo a 1%. CIS: cisplatina, controle positivo a 5pug/mL. CELLS: controle celular
sem tratamento. Dados representados pela média * erro padrao da média utilizando o
software GraphPad Prism 8. One-way ANOVA seguido do poés-teste Tukey para
comparacdes multiplas, onde *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001 em

relacéo ao controle celular.

De acordo com a figura 17 em “A”, FCHm reduziu a viabilidade celular de forma
significante entre 7,5 e 60ug/mL em 24 horas. Nao foi possivel estabelecer uma
inibicdo de forma concentracdo-dependente. As concentracfes que mostraram maior
inibicdo da viabilidade de EAC foram: 30ug/mL (62.07 £ 4.19 células viaveis) e
7,5pug/mL (63.71 + 1.23 células viaveis), ambas com cerca de 40% de inibigé&o,
impossibilitando o célculo da ICso. O quimioterapico CIS reduziu a viabilidade celular
em cerca de 80% (15.32 £ 3.64 células viaveis). O grupo DMSO nao mostrou efeito
sobre a viabilidade de EAC em relag&o ao controle CELLS.

Buscando uma reducdo de 50% da populacdo tumoral, FCHm também foi
testado nas mesmas concentracdes, porém no tempo de 48 horas. Na figura 17 em
“B”, observou-se um perfil de inibicdo concentracdo-dependente a partir de 15ug/mL,
semelhante a EBAc, em 24h, para EAC. Houve reducéo de quase 60% da populacéo
celular em 60ug/mL (43.55 £ 2.84 células viaveis). A concentracdo de 120ug/mL inibiu
pouco menos de 70% de EAC (33.94 £ 3.63 células viaveis). O quimioterapico CIS
reduziu a viabilidade celular acima de 90% (5.80 = 1.42 células viaveis). O grupo
DMSO ndo mostrando efeito sobre a viabilidade de EAC, em relacdo ao controle
CELLS.

Assim como EBAc, FCHm permitiu o calculo da concentracéo inibitéria para
50% das células, obtendo um valor aproximado também de 40ug/mL (figura 18), visto

gue o perfil de queda no intervalo das concentracfes foi semelhante em ambos.
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Figura 18. Gréafico representando a ICsp= 40ug/mL da fracdo cloroférmica do
extrato bruto diclorometano de Hypnea musciformis (FCHm) ap6s 48 horas de
tratamento em células EAC (tumor ascitico de Ehrlich) obtido a partir do ensaio
MTT. A ICso foi calculada por regressdo nao linear utilizando o software GraphPad
Prism 8.

Os resultados do extrato FCHm sobre a viabilidade celular de 4T1 sao

apresentados na figura 19, em 24 e 48 horas:

A 150- MTT 24h - 4T1 B)  150- MTT 48h - 4T1
E 1004 - E:-. 100+
g 5 3
2 so-fepd 2 50-
7] et 7]

o e o
0~ w :.. -l n o o 0-
EEEEYTEEER
oo o =
o g =
o g FCHm
Q [ng/mL]

Figura 19. Grafico de viabilidade celular (MTT) da fracdo cloroférmica do extrato
bruto diclorometano de Hypnea musciformis (FCHm) nas concentracdes de 0,9a
120pg/mL em células 4T1 (tumor de mama murino) apés: A) 24 horas de
tratamento e B) 48 horas de tratamento. DMSO: dimetilsulféxido, controle do veiculo
de diluicdo a 1%. DOXO: doxorrubicina, controle positivo a 1ug/mL. CELLS: controle
celular sem tratamento. Dados representados pela média + erro padrdo da média

utilizando o software GraphPad Prism 8. One-way ANOVA seguido do pés-teste Tukey
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para compara¢des multiplas, onde *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001 em

relagéo ao controle celular.

De acordo com a figura 19, o extrato apresentou um efeito concentragéo-
dependente de inibicdo celular nos dois tempos testados, a partir da concentragéo de
3,75 pg/mL. Em 24h, o maior efeito foi observado em 120 pug/mL (50.5 + 1.6 células
viaveis), com reducao de 50% da populacao tumoral. Esse efeito é potencializado em
48h, semelhante ao comportamento de EBDHm para 4T1. O quimioterdpico DOXO
reduziu a viabilidade celular em 50% (49 + 2.4 células viaveis). O grupo DMSO néo
mostrou efeito sobre a viabilidade celular.

Em 48h, FCHm também atinge um efeito citotoxico para mais de 50% da
populacédo celular em 60 pug/mL (38.3 = 0.7 células viaveis), com melhor desempenho
na maior concentragdo (120 pg/mL; 31.7 + 0.5 células viaveis). O quimioterapico
DOXO manteve uma reducéo da viabilidade celular maior que 90% (5.3 + 0.5 células
viaveis). O grupo DMSO ndo mostrou efeito sobre a viabilidade celular. Estes
resultados possibilitaram o céalculo da ICsp tanto em 24h (= 120ug/mL) como em 48h

(= 37pg/mL), atraves de regressao nao linear (figura 20).
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Figura 20. Gréfico representando as ICsp da fracéo cloroformica do extrato bruto
diclorometano de Hypnea musciformis (FCHm): A) ICs= 120ug/mL apo6s 24
horas de tratamento e B) ICso= 37ug/mL apds 48 horas de tratamento em células
4T1 (tumor de mama murino) obtido a partir do ensaio MTT. A ICs foi calculada

por regressdo nao linear utilizando o software GraphPad Prism 8.
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5.7 Resultado do efeito da fragdo hexano do extrato bruto diclorometano de Hypnea
musciformis (FHHmM) em EAC e 4T1, pelo ensaio MTT, em 24 e 48 horas

Os resultados do extrato FHHmM sobre a viabilidade celular de EAC séao
apresentados na figura 21, em 24 e 48 horas:
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Figura 21. Grafico de viabilidade celular (MTT) da fracdo hexano do extrato bruto
diclorometano de Hypnea musciformis (FHHmM) nas concentracbes de 0,9 a
120pg/mL em células EAC (tumor ascitico de Ehrlich) apds: A) 24 horas de
tratamento e B) 48 horas de tratamento. DMSO: dimetilsulféxido, controle do veiculo
de diluicdo a 1%. CIS: cisplatina, controle positivo a 5ug/mL. CELLS: controle celular
sem tratamento. Dados representados pela média + erro padréo da média utilizando o
software GraphPad Prism 8. One-way ANOVA seguido do poOs-teste Tukey para
comparacdes multiplas, onde *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001 em

relacdo ao controle celular.

De acordo com figura 21 em “A”, FHHm nao foi capaz de reduzir a viabilidade
celular de forma significativa em 24 horas. O quimioterapico CIS reduziu a viabilidade
celular (4.15 = 0.75 células viaveis) em 24 horas. Em “B”, observamos uma reducgao
da viabilidade de forma estatisticamente significante em 4 concentracdes: 1.8, 15, 30e
120ug/mL, onde a ultima apresentou reducédo de 30% (76.22 + 3.61 células viaveis),
mas nenhuma foi capaz de reduzir acima de 50%. O quimioterapico CIS reduziu a
viabilidade celular (5.41 + 0.62 células viaveis) em 48 horas. O grupo DMSO nao

mostrou efeito sobre a viabilidade de EAC em relagao ao controle CELLS.
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Os resultados do extrato FHHmM sobre a viabilidade celular de 4T1 sé&o

apresentados na figura 22, em 24 e 48 horas:
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Figura 22. Grafico de viabilidade celular (MTT) da fragcdo hexano do extrato bruto
diclorometano de Hypnea musciformis (FHHm) nas concentracbes de 0,9 a
120pg/mL em células 4T1 (tumor de mama murino) apos: A) 24 horas de
tratamento e B) 48 horas de tratamento. DMSO: dimetilsulféxido, controle do veiculo
de diluicdo a 1%. DOXO: doxorrubicina, controle positivo a 1ug/mL. CELLS: controle
celular sem tratamento. Dados representados pela média + erro padrdo da meédia
utilizando o software GraphPad Prism 8. One-way ANOVA seguido do pés-teste Tukey
para comparacdes multiplas, onde *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001 em

relacéo ao controle celular.

De acordo com a figura 22, o extrato apresentou um efeito inibitério apenas na
maior concentracdo testada, sendo estatisticamente significante apenas em 48h
(120pg/mL; 88.3 + 1.8 células viaveis), o que inviabilizou o calculo de uma ICso para
este grupo. O quimioterapico DOXO reduziu a viabilidade celular em 50% (49 £ 2.4
células viaveis) em 24 horas. O grupo DMSO nédo mostrou efeito sobre a viabilidade
de 4T1 em relacdo ao controle CELLS. O quimioterapico DOXO reduziu a viabilidade
celular em mais de 90% (7.4 £ 0.5 células viaveis) em 48 horas. O grupo DMSO néao

mostrou efeito sobre a viabilidade de 4T1 em relacdo ao controle CELLS.
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5.8 Resultado do efeito das ICso de Arrabidaea chica e Hypnea musciformis em EAC

no ensaio Tripan blue

Os gréficos na figura 23 mostram o resultado das ICsp de EBAc e FCHmM em

EAC, em 24 e 48 horas, respectivamente:
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Figura 23. Gréafico de viabilidade celular (Tripan) das ICso ap0s: A) 24 horas de
tratamento com o extrato bruto de Arrabidaea chica (EBAc) a 40ug/mL e B) 48
horas de tratamento com a fracéo cloroférmica do extrato bruto diclorometano
de Hypnea musciformis (FCHm) a 40ug/mL em células EAC (tumor ascitico de
Ehrlich). DMSO: dimetilsulfoxido, controle do veiculo de diluicdo a 1%. CIS: cisplatina,
controle positivo a 5ug/mL. CELLS: controle celular sem tratamento. Dados
representados pela média = erro padrdao da média utilizando o software GraphPad
Prism 8. Two-way ANOVA seguido do pOs-teste Bonferroni para comparacfes
multiplas, onde *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001 em relacdo ao controle
CELLS (ALIVE).

De acordo com a figura 23 em “A”, EBAc teve uma redugao significativa da
populacéo celular viavel (18.1x10%) com relacédo ao controle CELLS (33.5x10%), ambos
representados pelas barras em verde (ALIVE). Com relacdo a populacdo de células
mortas, nenhum destes grupos exibiu quantidade significativa para comparacao. O
controle positivo CIS foi 0 que apresentou maior reducéo das células viaveis (2.6x10%)

em comparacdo ao controle CELLS. Além, foi o Unico que exibiu células mortas,
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inclusive em quantidade quase superior (32x10%) ao numero de células vivaveis do
grupo CELLS. O grupo DMSO (33.3x10%) ndo mostrou efeito sobre a viabilidade de
EAC em relagdo ao controle CELLS (33.5x10%).

J4& em “B”, FCHm também teve uma reducdo em 48h, de forma menos
expressiva, da populacédo celular viavel (26.3x10%) com relacdo ao controle CELLS
(35.2x10%), ambos representados pelas barras em verde (ALIVE). Com relagdo a
populacédo de células mortas, assim, como ocorrido em “A”, nenhum destes grupos
exibiu quantidade significativa para comparacdo. O controle positivo CIS repetiu o
desempenho com maior reducdo das células viaveis (4x10%) em comparacdo ao
controle CELLS. Também foi o Unico dentre os grupos a exibir células mortas
(6.8x10%). O grupo DMSO (36x10%) ndo mostrou efeito sobre a viabilidade de EAC em
relacéo ao controle CELLS (35.2x10%).

O resultado do Tripan nos levou a investigar a hipotese de os extratos agirem
através da diminuicdo da quantidade de células por provocar danos irreversiveis ao
material genético ou ao metabolismo celular, induzindo indiretamente uma morte por
apoptose. Para isto, realizamos os ensaios de micronucleo e de espécies reativas de

oxigénio (EROs).

5.9 Resultado do efeito da ICso de Arrabidaea chica e Hypnea musciformis em EAC

no ensaio micronucleo

A figura 24 mostra o efeito das ICso de EBAc e FCHm em EAC, em 24 e 48

horas, respectivamente, em laminas para contagem no ensaio micronucleo:

CIS 24/48h EBAc 24h FCHm 48h
B) & . )
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Figura 24: Células do tumor ascitico de Ehrlich no aumento de 400x (em cima) e
1000x (embaixo). Em A) CIS: cisplatina, controle positivo a 5pug/mL apés 24 horas de
tratamento. Em B) EBAc: extrato bruto de Arrabidaea chica a 40ug/mL apds 24 horas
de tratamento. Em C) FCHm: frag&o cloroférmica do extrato bruto diclorometano de
Hypnea musciformis (FCHm) a 40ug/mL apds 48 horas de tratamento. Coloracdo com

kit panéptico rapido.

Como observado na figura 24, o extrato EBAc, em 24h, ndo mostrou indicativos
de alteracdo na morfologia celular semelhante a um estado de morte, nem gerou a
formacdo de micronucleos no citoplasma. Ja para FCHm, em 48h, todas as laminas
preparadas apresentavam as células em estagios semelhantes ao controle CIS
(apoptose). Como ja relatado no tépico “revisdo de literatura”, o efeito de indugao de

apoptose em EAC pela cisplatina ja foi relatado.
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Os gréficos da figura 25 apresentam o resultado das ICso de EBAc e FCHm em

EAC, em 24 e 48 horas, respectivamente:
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Figura 25. Grafico indicando presenca de micronucleo (em A) e apoptose (em B)
em laminas coradas com kit panoptico. As células EAC (tumor ascitico de
Ehrlich) foram tratadas ap6s 24 horas com o extrato bruto de Arrabidaea chica
(EBAc) a 40ug/mL (superior) e apés 48 horas com a fracdo cloroféormica do
extrato bruto diclorometano de Hypnea musciformis (inferior). CIS: cisplatina,
controle positivo a 5ug/mL. CELLS: controle celular sem tratamento. Dados
representados pela média = erro padrdao da média utilizando o software GraphPad
Prism 8. One-way ANOVA seguido do pdés-teste Tukey para comparacdes multiplas,

onde *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001 em relacdo ao controle celular.

A figura 25 reitera o que ja foi relatado de acordo com a andlise das laminas:

ndo houve formacg&o de micronucleo para EBAc em EAC, em 24h, enquanto que o
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controle CIS, em ambos os tempos, e FCHm, em 48h, induzem estado de apoptose

na célula tumoral.

5.10 Resultado dos efeitos das ICso de Arrabidaea chica e Hypnea musciformis em

EAC no ensaio de espécies reativas de oxigénio (EROSs)

Os gréficos da figura 26 mostram o resultado das ICso de EBAc e FCHmM em

EAC, em 24 e 48 horas, respectivamente:
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Figura 26. Grafico da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
intracelular apos: A) 24 horas com o extrato bruto de Arrabidaea chica (EBAc) a
40ug/mL e B) 48 horas de tratamento com a fracdo cloroférmica do extrato bruto
diclorometano de Hypnea musciformis (FCHm) a 40ug/mL em células EAC
(tumor ascitico de Ehrlich). DMSO: dimetilsulfoxido, controle do veiculo de diluicdo a
1%. CIS: cisplatina, controle positivo a 5ug/mL. CELLS: controle celular sem
tratamento. Dados representados pela média + erro padrdo da média utilizando o
software GraphPad Prism 8. One-way ANOVA seguido do poés-teste Tukey para
comparacdes mudltiplas, onde *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001 em

relacdo ao controle celular.

De acordo com a figura 26, em A, comparando com o grupo CELLS (3.2%), a
porcentagem de producéo de radicais livres do grupo CIS (2%) e EBAc (1.3%) foram
inferiores, sendo a ultima menor até que o controle positivo. Em B, comparando com o

grupo CELLS (10%), a porcentagem de producéo de radicais livres dos grupos CIS
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(2%) e FCHm (4.5%) também foram inferiores, com o extrato apresentando reducao
semelhante ao controle positivo. O controle DMSO né&o foi significante em relacao ao
controle CELLS em ambos os tempos.

Se confirmado, esta diminuicdo do metabolismo contribuiria para a hipotese de
0s extratos causarem uma diminuicdo do metabolismo ou possivel parada no ciclo
celular, diminuindo a proliferagdo de células tumorais. Para isso, torna-se
imprescindivel a realizagcdo do ensaio de ciclo celular para investigar a acdo dos

extratos.
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6. DISCUSSAO

A busca por compostos de origem natural com atividade antitumoral faz parte
do carro-chefe de nosso laboratério. Desta vez, optamos pela padronizagdo de um
modelo de indugéo tumoral in vivo para permitir novos ensaios. Os tumores in vivo sao
utilizados como modelos de experimentacdo, simulando a fisiologia de um farmaco
administrado em humanos. (OZASLAN et al.,, 2011). Apesar do tumor ascitico de
Ehrlich ser considerado comum, fez-se necessaria a padronizacdo deste modelo de
inducao tumoral na UFAL.

Foi exatamente através dos trabalhos de SOUZA (2020) que permitiu observar
gue as células predominantes no liquido peritoneal sdo compostas majoritariamente
por células tumorais, seguido de neutrofilos e mononucleares. Essa composicédo da
ascite tornou possivel a tentativa de cultivo destas células em estufa de CO2, pois
poderia ser um estagio de triagem antes dos gastos de animais e compostos para
modelos in vivo.

Com os resultados da padronizacdo da viabilidade de EAC em cultura e de
concentracbes de quimioterapico estabelecidas, pudemos dar continuidade nos
ensaios em EAC, desta vez com foco na triagem de extratos de produtos naturais
(plantas e macroalgas) que ja mostraram efetividade em linhagens tumorais. Como
ambas as linhagens celulares (EAC e 4T1) sobrevivem em cultura por tempo superior a
48 horas, elegemos 8 concentracfes destes extratos para avaliar nos tempos de 24 e
48 horas.

Até a presente data, nosso grupo conhece apenas dois trabalhos que tenham
realizado ensaios com EAC de forma in vitro: o estudo de Ghose (2022) e Kabir (2013).
No entanto, a forma de cultura para realizacdo dos ensaios in vitro ndo foram
esclarecidas. Apesar do meio e suplementacdo (RPMI 10% SBF + L-glutamina) ser o
mesmo, 0s autores ndo descrevem se ha cultivo na estufa antes do plaqueamento. Ha
uma divergéncia quanto a quantidade de células plagueadas (5x10° cels/poco) e
tempo de encubacao na estufa (24 horas para iniciar o tratamento).

Para verificar a morfologia celular e as condicbes destas células fora do
organismo Vivo, o inicio deste trabalho consistiu no preparo de laminas com amostras
do infiltrado peritoneal e da realizacdo de ensaios de viabilidade celular com MTT e

Tripan blue.
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O MTT é um sal metabolizado no interior da mitocéndria pela enzima succinato
desidrogenase, a quantidade de cristais de formazana formados correspondem a
atividade celular, indicando células viaveis (DENIZOT, 1986). O ensaio de viabilidade
Tripan blue se baseia na internalizacdo deste corante apenas em células com
membrana rompida, sendo este um sinal de morte (Coder, 2001). As barras elevadas
nos graficos mostram que as células, mesmo fora do corpo do animal, estavam viaveis
até 48 horas apos o plagueamento, conforme confirmado pelos ensaios MTT (figura 6)
e Tripan blue (figura 7). Em seguida ao tempo de cultivo estabelecido, realizamos
plaqueamentos diversos para conseguir uma confluéncia equilibrada em placas de 96
pocgos de fundo “U”, ja que as células ndo sdo aderentes (dados ndo mostrados).
Optamos pela quantidade de 5x10% células por pogo, por se tratarem de células
maiores que outras em suspensao utilizadas por nosso grupo (como leucemias).

O passo seguinte consistiu na padronizacdo de um controle positivo para ser
utilizado nos ensaios terapéuticos. Aprovada pela FDA em 1978, inicialmente para uso
em canceres de testiculos e bexiga, a cis-diamminedichloroplatinum (Il), CDDP ou
cisplatina é utilizado para diversos canceres, como de cabeca e pescoc¢o, pulmao,
mama, ovarios, testiculos, carcinomas, dentre outros (GALLUZZI et al. 2012 e
DASARI & TCHOUNWOU, 2014), podendo ser utilizada sozinha ou em conjunto com
outros quimioterapicos.

Além do uso clinico para canceres de mama, seu uso também ja foi relatado na
literatura induzindo morte por apoptose em células EAC (GHOSH & MAITY, 2006 e
DASARI & TCHOUNWOU, 2014), o que a tornou uma candidata para a padronizacao
de uma concentracdo que servisse como controle positivo em futuros ensaios. De
acordo com a figura 8, adotamos a concentracdo de 5ug/mL como concentracao para
0S ensaios, tanto em 24 como em 48 horas.

Dando continuidade ao projeto, iniciamos a busca por atividade antitumoral de
compostos presentes em nosso laboratério com o extrato bruto aquoso de Arrabidaea
chica (EBAc) nas linhagens de mama EAC e 4T1.

EBACc reduziu a viabilidade celular de EAC em 24h pelo ensaio MTT de forma
concentragcdo-dependente, a partir de 3,75ug/mL (figura 9). Fato que tornou possivel 0
célculo de uma ICso= 40ug/mL (figura 10). O desempenho foi semelhante ao controle
positivo CIS. Para a linhagem tumoral 4T1, no entanto, ndao houve reducgao

estatisticamente significante em nenhum dos tempos testados.
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Os resultados de Rocha et al. (2019) e Michel et al. (2013 e 2015) corroboram
com a atividade antitumoral relatada para A. chica, apesar da dificuldade de comparar
efeito de extratos diretamente, pois seus compostos dependerdo da forma de
obtencao do extrato (GUEDES et al., 2013).

Rocha et al. (2019) mostraram o potencial antioxidante e antitumoral de
extratos etandlico de A. chica in vivo em tumor de mama induzido por DMBA. N&o foi
observada toxicidade sistémica do extrato. Ribeiro et al. (2012) também avaliou o
extrato etandlico de A. chica in vivo em tumor sélido de EAC. Foi observado que a
administracdo oral por 10 dias inibiu o tumor sélido e ndo mostrou toxicidade nos
ensaios bioquimicos e hematoldgicos.

MICHEL et al. (2013) também relatou atividade antitumoral do extrato etandlico
de A. chica. Os resultados in vitro mostraram atividade contra 2 linhagens de leucemia.
No ensaio in vivo ndo houve relato de toxicidade hepatica ou renal pela administracéo
oral do extrato nos camundongos.

Ja em 2015, Michel et al. (2015) avaliou atividade anti-inflamatoria in vivo e
antitumoral in vitro do estrato aquoso e etandlico de A. chica. Enquanto ambos
extratos tiveram a primeira atividade confirmada, para a segunda, apenas 0 extrato
etandlico e sua fracdo se mostraram uma alternativa, inibindo atividade tumoral em 48
horas em células de leucemia (HL-60, célula mieldide e JURKAT, célula linfoide T),
mas sem atividade contra o cancer de mama humano (MCF-7).

Os achados quanto a auséncia de citotoxicidade fora das linhagens tumorais se
mostra promissor quanto a continuidade dos ensaios com este extrato.

Em seguida realizamos os ensaios de viabilidade com extratos brutos e fracdes
de Hypnea musciformis, tanto em EAC como em 4T1. Dos quatro extratos, apenas o
extrato bruto diclorometano (EBDHmM) e a fracdo cloroférmica deste extrato (FCHm)
mostraram efeito antitumoral e, portanto, serdo discutidas abaixo.

EBDHmM néo reduziu a viabilidade celular de EAC da forma desejada no MTT,
tornando inviavel a obtencdo de ICso em nenhum dos tempos testados (figura 12). Ja
para a linhagem 4T1, este extrato mostrou um efeito concentracdo-dependente
também a partir de 3,75ug/mL (figura 13), tanto em 24 como em 48 horas no MTT.
EBDHm foi capaz de inibir mais de 50% das células tumorais em 48 horas, 0 que

tornou possivel o calculo de uma ICsp= 110ug/mL (figura 14).
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Para finalizar a etapa de triagem, FCHm foi testado em 24 e 48 horas, tanto em
EAC quanto em 4T1. Para a primeira linhagem celular, houve reducao da viabilidade
celular de forma concentragdo-dependente, mais uma vez a partir de a partir de
3,75ug/mL, em 48 horas (figura 17). Com inibicdo acima de 50% da populagéo celular,
foi possivel o célculo de uma ICso= 40ug/mL (figura 18), assim como em EBAc 24
horas para EAC.

Na linhagem 4T1, FCHm repetiu 0 excelente desempenho, atuando de forma
concentragéo-dependente desde o menor valor (0,9ug/mL) tanto em 24 como em 48
horas (figura 19). Houve reducdo de mais de 50% da populacédo celular nos dois
tempos, tornando possivel os calculos de ICso= 120ug/mL em 24 horas e ICso=
37ug/mL em 48 horas (figura 20).

Os achados acima corroboram com a atividade antitumoral relatada para H.
musciformis. Taskin et al. (2010) demonstraram que o0s extratos diclorometano,
cloroféormio e etanolico de H. musciformis, na concentragcdo de 100ug/mL,
apresentaram promissora atividade in vitro em linhagens tumorais de mama e de
préstata. Guedes et al (2013) realizou uma triagem do potencial antiproliferativo de
varias espécies de macroalgas das trés classes, relatando atividade antitumoral de
Hypnea em carcinoma pulmonar humano, adenocarcinoma de laringe humano e
leucemia promielocitica cronica.

Em estudos anteriores, nosso grupo relatou atividade biologica do extrato bruto
etandlico de H. musciformis contra o zika virus (WEIGEL-GOMES, 2018), tanto no pré
como no pos-tratamento em células VERO-E6. Shi et al. (2017) relata atividade das
carragenanas tanto na ligacdo com o receptor de proteina viral, impedindo a ligacao
do virus com o receptor celular, quanto na internalizacdo do virus e na sua replicacao.

Nosso grupo de pesquisa também relatou atividade antitumoral contra linhagem
de leucemia linfoblastica aguda CCRF-CEM, obtendo uma ICso = 64ug/mL para o
extrato bruto diclorometano e ICso = 65ug/mL para a fracao cloroférmica deste extrato.
Também realizamos ensaios para avaliar o potencial citotoxico desses extratos em
linhagem de sangue periférico humano (PBMC), obtendo CCso = 100ug/mL e CCso =
230ug/mL, respectivamente. (WEIGEL-GOMES, 2019). Estes resultados reforcam que
o potencial antitumoral da alga € superior a toxicidade apresentada, devido a diferenca

de valores entre as concentragfes terapéutica e toxica.
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AplGs a realizacdo da triagem em ambas linhagens de mama, optamos pela
continuidade dos ensaios com as ICso obtidas em EAC, pois havia disponibilidade de
animais para a indugcdo tumoral e retirada das células. Além, os ensaios foram
realizados no periodo da pandemia de COVID-19, que resultou em isolamento social
de alunos e funcionarios da UFAL, bem como diminuicdo de recursos para pesquisa e
manejo dos animais do biotério central da universidade. Os ensaios com a linhagem
comercial poderiam ser realizados em paralelo ou apds os ensaios com o tumor de
Ehrlich. Para dar continuidade aos ensaios com a linhagem EAC foi realizado o ensaio
Tripan blue com as ICso obtidas em EBAc (24 horas) e FCHm (48 horas).

O resultado de EBAc mostrou uma diminuicdo da quantidade de células
tumorais, mas com auséncia de células mortas. Este resultado se repetiu em 48 horas
para FCHm (figura 23). O diferencial do tempo de acdo entre os dois ensaios foi
observado no controle CIS. Enquanto que em 24 horas houve pouca quantidade de
células vivas (2.6x10%) e muitas células mortas (32x10%), em 48 horas houve reducéo
dos 2 tipos celulares (4x10% vivas e 6.8x10* mortas). Fato justificado pelo maior tempo
de degradacdo celular pela acdo da cisplatina, como ja descrito no inicio desta
discussao.

Os resultados do ensaio Tripan blue em EAC corroboram com o observado no
ensaio MTT, onde ambos os extratos mostraram atividade na viabilidade celular.
Como néo houve demonstracdo de morte pelo Tripan, decidimos avaliar a hipotese de
0s extratos estarem induzindo algum dano ao material genético ou ao metabolismo
celular, o que induziria a uma morte indireta por apoptose. Demos continuidade com
os estudos das concentracdes inibitdrias em EAC, desta vez realizando o ensaio de
micronucleo.

A figura 24 apresentou, em diferentes aumentos, como a morfologia de EAC se
alterou na presenca do quimioterapico CIS, entrando num estado de apoptose. Este
comportamento também foi observado para o grupo tratado com FCHm, em 48 horas.
N&do houve presenca de células vivas para este grupo. Ja em EBAc, a morfologia
celular ndo se alterou, pois se apresentou semelhante ao controle CELLS. Nao houve
presenca de células mortas nem de micronucleos no citoplasma das células deste
grupo. Os dados sdo confirmados apds o grafico da contagem das laminas deste

ensaio (figura 25).
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O resultado do Tripan e do micronucleo para EBAc corroboraram com nossa
hipétese inicial de indugdo de morte de forma indireta, mais tardia. No entanto, o
resultado extremamente alto de apoptose presente nas células tratadas com FCHm
diverge do observado pelo ensaio Tripan blue para estre extrato. Uma nova repeticéo
deve ser realizada para este grupo, a fim de confirmar este resultado.

Por fim, buscando avaliar o efeito no metabolismo das células tumorais, houve
adicdo dos extratos para posterior ensaio de espécies reativas de oxigénio (EROS).
Seu papel na formacao tumoral ja foi descrito na secao “revisao de literatura”.

De acordo com a figura 26, houve reducado da producao de EROs intracelular
no grupo EBAc em relagdo ao controle CELLS, inclusive com redugdo superior ao
controle positivo CIS. A reducédo também foi observada para FCHm em relagdo ao
controle CELLS.

Tanto a diminuicdo quanto um aumento da producéo de radicais livres podem
estar relacionados com a inducdo de morte celular. O aumento pela concentracéo de
radicais superior ao mecanismo de reparo, que se acumulardo, gerando dano ao
material genético, e a diminuicdo, pois indica que had uma reducdo da atividade
metabdlica das células. (Reuter et al., 2010)

Este efeito de produtos naturais agindo no controle do ciclo celular é conhecido,
como relatado na secdo “revisdo de literatura”, o que reitera nossa hipotese da
realizacéo do ensaio de ciclo celular com estas ICsqo.

O ensaio de apoptose com anexina V também seria Util, pois se trata de um
ensaio especifico que comprova a morte celular, seja por apoptose ou necrose. Outra
forma valida de ensaio seria a prospeccdo dos extratos, a fim de confirmar sua
composicao e realizar os ensaios com as substancias isoladamente. Dessa forma, 0s
efeitos citotoxicos tanto para linhagens saudaveis quanto para linhagens tumorais
seriam bem relatados.

Como a forma de producado dos extratos varia de acordo com o método quimico,
estudos antitumorais que sejam semelhantes tanto no delineamento quanto na
composicdo dos extratos ndo sdo tao simples de serem achados. O estudo de Ghoseet
al. (2022) também utiliza H. musciformis, juntamente com nanoparticulas de prata em
linhagens de tumor de mama. Essa combinacdo foi capaz de induzir a inibicdo do
crescimento tumoral por inducdo de morte celular por apoptose em células do tumor

ascitico de Ehrlich (EAC), com ICso = 40,45ug/mL, e cancer de mama humano (MCF-
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7), com ICsp = 36,95ug/mL in vitro, apds 48h de tratamento. O estudo também realizou
ensaios in vivo em camundongos portadores do tumor EAC, calculando a dose de
3mg/kg/dia durante 5 dias para inibicdo de 51% do tumor. Estes resultados
corroboram com a reducédo da viabilidade celular para linhagem EAC encontrada em
nosso estudo. No entanto, diferem quanto ao possivel mecanismo de acéo, visto que
ndo foi realizado nenhum ensaio especifico para avaliar morte celular, diferente de
Ghose. Verificou-se também que estas ICsp aumentaram a producédo de radicais livres,
também pelo ensaio DCFH-DA, enquanto a fracdo deste estudo (FCHm) diminui a
producéo de radicais em EAC.

Além de Hypnea, outras algas vermelhas possuem relato de atividade contra
tumores, como a Palmaria palmata para cancer de ceérvix, Gracilaria fisheri para
colangiocarcinoma, Laurencia papillosa para cancer de mama humano (MCF-7)
(YUAN, Y. V. & WALSH, N. A. 2006; SAE-LAO et al., 2017 e GHANNAM et al., 2018)
e Porphyra dentata em cancer de mama 4T1 (KAZBOWSKA, K. et al., 2013).

O estudo de Ruan et al. (2018) com algas vermelhas cita 43 compostos isolado
gue apresentaram atividade antitumoral, como a subexpressao de Topo | e VEGF em
diversas linhagens tumorais de mama, incluindo o ja citado adenocarcinoma mamario
(MCF-7). Estes resultados podem ser indicativos do mecanismo de acdo dos extratos de
H musciformis, o que sugere fortemente a confirmacéo da composi¢cao dos extratos aqui

testados para elucidar seus mecanismos de acdo nas linhagens celulares.
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7. CONCLUSOES

O extrato bruto de Arrabidaea chica (EBAc) apresentou efeito na viabilidade da
linhagem EAC apos 24 horas, enquanto o extrato bruto diclorometano de Hypnea
musciformis (EBDHm) apresentou apds 48 horas de tratamento para a linhagem 4T1.A
fracdo cloroférmica do extratato bruto diclorometano de Hypnea musciformis (FCHm)
apresentou atividade antitumoral para ambas as linhagens testadas (EAC e 4T1),
permitindo célculo de concentragdes inibitérias em 48 horas para EAC e 24 e 48horas
para 4T1. Nao foi observada inducdo de morte das linhagens utilizadas no ensaio
Tripan blue, apds tratamento com as concentracdes inibitorias (ICso) calculadas, além
da auséncia da formagdo de micronucleos celulares. Para FCHm nalinhagem EAC,
sugere-se uma diminuicdo no metabolismo celular, com a diminuicdo da producéo de

espécies reativas de oxigénio.

8. PERSPECTIVAS

1. Realizar o ensaio de ciclo celular e anexina V com as ICsp encontradas de EBAce

FCHmMm em EAC, a fim de elucidar o mecanismo dos extratos;

2. Realizar prospeccdo fitoquimica para confirmar as substancias presentes e

confirmar seus efeitos citotoxicos para linhagens tumorais e saudaveis;

3. Avancar com ensaios com as ICsp encontradas de EBDHm e FCHm na linhagem

tumoral 4T1.
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