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RESUMO

O cancer € um importante problema de saude publica porque os tratamentos disponibilizados
gratuitamente a populacdo possuem baixa seletividade, como por exemplo o quimioterapico
Dacarbazina. Buscando por alternativas com maior seletividade, nosso grupo avaliou o
potencial anticAncer de extratos de sementes de Passiflora edulis e Passiflora setacea.
Resultados preliminares sugerem que acidos graxos, compostos majoritarios desses extratos,
podem ser responsaveis pelo elevado efeito citotdxico e seletivo observado em uma linhagem de
cancer colorretal humano. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar o potencial antitumoral
dos &cidos graxos oleico e palmitico in vitro. Para isso, as linhagens SW481 (cancer colorretal
humano) e Vero (células de epitélio de rim normal de macaco verde africano) foram cultivadas
em meio de cultivo RPMI1640 (10% SFB e 1% antibidticos) em estufa a 37°C, 5% de COz e
95% de umidade atmosférica. A atividade citotoxica foi avaliada em células de céancer
colorretal humano (SW480) e células de epitélio de rim normal de macaco verde africano
(Vero), através de ensaio de MTT. Foram calculados, a partir da regressdo ndo linear, os valores
de ICso, e com eles, o indice de seletividade (I1S) dos acidos. Nossos resultados demonstraram
gue ambos os tratamentos levaram a morte celular das linhagens. Para SW480, os valores de
ICso foram 255,0 pug/mL para o acido oleico e 80,41 pug/mL para o acido palmitico, enquanto
para Vero, obtivemos ICso de 126,5 pg/mL e 30,37 pg/mL para acido oleico e palmitico,
respectivamente. A partir dos dados de ICso, 0 indice de seletividade entre as linhagens foi
0,496 para acido oleico e 0,377 para acido palmitico, demonstrando que este composto
pode ser considerado um candidato a farmaco para a clinica médica.
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1 INTRODUCAO

O céncer € um conjunto de doencas nos quais em comum, hd um crescimento
descontrolado de células que podem ocorrer in situ ou se espalhar para outros 6rgéos, no caso
da metastase (NIH, 2021). E considerado um grande problema de saude publica, sendo uma das
quatro maiores causas de morte em individuos com menos de 70 anos de idade. Estima-se a
ocorréncia de 625 mil novos casos de cancer a cada ano no Brasil durante o triénio 2020-2022.
(INCA, 2020).

A Dacarbazina é o quimioterapico mais usado no tratamento de melanoma pelo Sistema Unico
de Saude, em funcédo do seu baixo custo, embora possua baixa seletividade (S1=1,0) e com isso
tenha baixa capacidade de diferenciar as celulas tumorais das células normais. Este
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medicamento se liga ao DNA, o que impede que a dupla-fita se separe, levando a interrup¢ao
da sintese proteica (Baeta et al., 2019). Cisplatina e Doxorrubicina sdo outros compostos
comumente utilizados na quimioterapia que atuam ao interagir com o DNA, também possuem
baixa seletividade com significativos efeitos colaterais nos individuos nos quais sédo
administrados (Nascimento et al., 2018). Com isso, torna-se fundamental que novos compostos
sejam testados a fim de se encontrar tratamentos quimioterapicos mais seletivos. Diferentes
extratos de Passiflora apresentaram efeitos citotoxicos, ao interromper o ciclo celular de células
tumorais na fase G2/M e ao levar as células a apoptose (Amaral et al, 2019). Extratos de
sementes de Passiflora molissima apresentaram alta seletividade para as células tumorais,
causando a inibicdo de sua proliferacdo sem afetar as células normais (Ballesteros-Vivas et al.,
2020).

Experimentos anteriormente realizados no LAPAC (Laboratorio de Cultura Celular)
DPF/UFV, avaliaram o potencial antitumoral de extratos de Passiflora edulis e Passiflora
setacea coletadas no Cerrado mineiro, assim como sua composicdo quimica majoritaria.
Ambos 0s extratos apresentaram indice de seletividade maiores que os farmacos comerciais em
uso para melanoma e cancer colorretal. Além disto, estes extratos apresentaram alto teor dos
acidos graxos, oleico e palmitico; que podem ter contribuido para a citotoxicidade dos extratos,
sendo assim, é de grande interesse avaliar os efeitos citotdxicos dos acidos graxos
individualmente.

As sementes de Passiflora edulis demonstraram ter teores lipidicos-variando entre
18,5% e 29,4%, compostos principalmente por &cido linoleico (55-66%), &cido oleico
(18-20%) e acido palmitico (10-14%) (Regis et al. 2015). Desta forma, este trabalho avaliou os
efeitos anti-proliferativos e citotdxicos dos &cidos graxos presentes em extratos de Passiflora
em linhagem tumoral de céancer colorretal humano (SW480) e em uma linhagem normal de
primata (Vero), utilizando ensaios de MTT, a fim de avaliar a possibilidade de que esses
possam vir a ser candidatos a futuros farmacos para tratamentos quimioterapicos.

2 MATERIAS E METODOS

Foram cultivadas as linhagens de céncer colorretal humano (SW480) e células de
epitélio de rim normal de macaco verde africano (Vero) em meio RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute 1640 medium) e meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium),
ambos suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos (penicilina,
estreptomicina) (meio completo - MC), em estufa a 37°C, 5% CO2 e 95% de umidade
atmosférica até a subconfluéncia. Posteriormente, as linhagens foram lavadas com PBS
(solucdo fosfato salino), tripsinizadas (Sigma-Aldrich®) e ressuspendidas em meio completo
para contagem em camara de Neubauer. Foram semeadas 1 x 10* células suspensas em 100 pL
de MC, em cada poco das placas de 96 pocos. Essas foram novamente incubadas em estufa, por
24h, para aderéncia.

Os éacidos graxos, adquiridos comercialmente (Sigma-Aldrich®), &cido palmitico
(saturado) e &cido oleico (monoinsaturado) foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO 0,5% -
(Sigma-Aldrich®)), incorporados em MC e, cada pogo com células recebeu aliquotas de 100 pL
da solucdo nas concentragfes de 528,8; 264,4; 132,2; 66,1; 33,05 e 16,5 pg/mL de &cido
oleico e 175; 87,5; 43,75; 21,87; 10,93 e 5,46 pug/mL de acido palmitico. O tempo de incubagéo
dos tratamentos foi de 48h, posteriormente, esses foram substituidos por 50 ul de solucdo de
meio contendo 10 % de MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de difeniltetrazolio) (0.5
mg / mL - Sigma-Aldrich®) e as placas foram incubadas por 3 horas, protegidas da luz. O
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MTT é um sal solGvel em &gua que quando metabolizado pela enzima mitocondrial succinato
desidrogenase gera os sais de formazan. Dado esse periodo, foi feita a substituicdo do meio com
MTT por DMSO a fim de causar a dissolucao dos cristais. A absorbancia foi medida utilizando
espectrofotdmetro (SpectraMax®) a 570 nm. Pogos com células tratadas com meio completo
contendo DMSO 0,5% foram utilizadas como controle negativo e pogos sem células como
branco durante a leitura da absorbancia. A % de mortas representou a citotoxicidade e foi
calculada utilizando os dados de absorbancia (Abs) conforme a equacao:
100—Média Abs do tratament _ %
Média Abs do controlenegé)two ulas mortas = 100

A concentracdo inibitoria de 50% das células (ICso) foi calculada para cada &cido graxo e
o indice de seletividade (SI) foi calculado utilizando os resultados encontrados de ICso em
ceélulas cancerosas e celulas normais, conforme:

Indice de seletividade = __I€50 linhagem normal

TCSOTtnigem

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) ordinary one-way.
As médias foram comparadas pelo teste de Dunnett a 5% de significancia utilizando o programa
GraphPad Prism®. O ICs foi calculado por meio de uma regresséo nao-linear log [Dose] versus
Resposta Normalizada (porcentagens de células mortas), utilizando o programa GraphPad
Prism® 5.0. Nos graficos foram representados as médias de 3 experimentos independentes com
seus respectivos desvios padrdes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de 1Cso para Vero foram 126,5 pg/mL (R?: 0,82) para o 4cido oleico e 30,37
ug/mL (R?: 0,80) para o 4cido palmitico. Ja os valores de 1Cso para SW480 foram 255,0 pg/mL
(R?: 0,85) para 0 &cido oleico e 80,41 pg/mL (R?: 0,86) para o &cido palmitico.
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Figura 1 - Citotoxicidade de &cido oleico (graficos superiores) e de acido palmitico (gréaficos
inferiores) nas células Vero ap6s 48h de tratamento. A direita: regressdo ndo-linear log [Dose]
versus Resposta Normalizada com as porcentagens de células mortas; a esquerda: média + dos
desvios padrBes de trés experimentos independentes para cada tratamento, submetidos ao teste
de Dunnett (5% de significancia).

Assim, os valores de ICso de Vero foram inferiores aos de SW480, o que indica ser
necessaria uma maior concentracdo do composto para haver o mesmo percentual de morte
celular em células tumorais.

Na Figura 1, podemos notar que a morte média para as células da linhagem Vero da maior
concentragdo utilizada de acido oleico (528,8 ug/mL) foi 82,28 %, enquanto para a maior
concentra¢do de 4cido palmitico (175 pg/mL) foi 79,37 %.
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Figura 2 - Citotoxicidade de &cido oleico (graficos superiores) e de acido palmitico (graficos
inferiores) nas células SW480 apds 48h de tratamento. A direita: regressio nio-linear log
[Dose] versus Resposta Normalizada com os percentuais de células mortas; a esquerda: média +
dos desvios padrdes de trés experimentos independentes para cada tratamento, submetidos ao
teste de Dunnett (5% de significancia).

Na Figura 2, é mostrado que para a linhagem SW480, a morte média da maior concentracdo de
acido oleico foi 93,69 % e a morte média da maior concentracdo de acido palmitico foi 72,84
%. Indicando que estes acidos graxos atuam de forma diversa na viabilidade celular de
linhagens normais e tumorais. O Acido palmitico se destacou como composto anti-cancer para
as linhagens em relacédo ao acido oleico, ao apresentar um valor inferior de 1Cso. Além disto, foi
demonstrado um efeito proliferativo na linhagem de céncer colorretal tratada com baixas
concentracgdes de acido oleico.

A partir dos dados de ICsq foi calculado o indice de seletividade entre as linhagens que
foi 0,496 para acido oleico e 0,377 para acido palmitico. O &cido oleico obteve uma melhor
seletividade para SW481. Mas ambos os SI Vero/SW481 foram inferiores ao S| de farmacos
convencionais, doxorrubicina (0,5) para cancer colorretal humano (ROCHA E OLIVEIRA,
2019). Desta forma, os &cidos graxos aqui testados demonstraram possuir potencial para o
desenvolvimento de um futuro farmaco a ser utilizado no tratamento contra o cancer, mas deve-
se ainda fazer mais testes com novas linhagens de modo a identificar.

4 CONCLUSAO

Baseado nos dados obtidos podemos concluir que os acidos graxos apresentaram efeito
citotoxico nas linhagens celulares, tendo seletividade proxima aos tratamentos comerciais
convencionais. Além disto, o acido palmitico se destacou pelo seu efeito citotoxico na
linhagem de cancer colorretal humano, demonstrando potencial para futura utilizagdo como
farmaco no tratamento clinico. Devido a isso, torna-se importante sua avaliagdo em outras
linhagens de cancer para averiguar a especificidade do mesmo.
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