UF UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS - UFGD

GD FACULDADE DE CIENCIAS BIOLOGICAS E AMBIENTAIS — FCBA
GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

ALERCIO DA SILVA SOUTILHA

POTENCIAL CITOTOXICO DE Tillandsia recurvata (L.) L. EM CELULAS DE
MELANOMA

DOURADQOS - MS
2022



ALERCIO DA SILVA SOUTILHA

POTENCIAL CITOTOXICO DE Tillandsia recurvata (L.) L. EM CELULAS DE
MELANOMA

Trabalho de Concluséo de Curso apresentado como pré-
requisito para a obtencdo do titulo de Bacharel em
Biotecnologia pela Universidade Federal da Grande
Dourados — UFGD.

Orientadora: Profe. Dr2. Kely de Picoli Souza
Coorientador: Prof. Me. Helder Freitas do Santos

DOURADQOS - MS
2022



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagdo (CIP).

S726p  Soutilha, Alércio Da Silva
Potencial citotoxico de Tillandsia recurvata (L.) L. em células de melanoma [recurso eletronico]
/ Alércio Da Silva Soutilha. -- 2022.
Arquivo em formato pdf.

Orientadora: Kely de Picoli Souza.

Coorientador: Helder Freitas dos Santos.

TCC (Graduagao em Biotecnologia)-Universidade Federal da Grande Dourados, 2022.

Disponivel no Repositorio Institucional da UFGD em:
https://portal.ufgd.edu.br/setor/biblioteca/repositorio

1. Cancer de pele. 2. Cravo-do-mato. 3. Biosprospecgao. 4. Terpenos. 1. Souza, Kely De Picoli.
1I. Santos, Helder Freitas Dos. III. Titulo.

Ficha catalografica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

©Direitos reservados. Permitido a reprodugdo parcial desde que citada a fonte.




ALERCIO DA SILVA SOUTILHA

POTENCIAL CITOTOXICO DE Tillandsia recurvata (L.) L. EM CELULAS DE MELANOMA

Trabalho de Conclusdo de Curso aprovado
pela Banca Examinadora como requisito
parcial para obtencdo do titulo de Bacharel
em Biotecnologia, da Universidade Federal
da Grande Dourados.

Orientadora: Prof2. Dr2 Kely de Picoli Souza

Coorientador: Prof2. Me. Helder Freitas dos
Santos

Area de Concentracdo: Biotecnologia

Aprovado em: 28 de outubro de 2022

BANCA EXAMINADORA
nﬂ/
>

e ;
PROF2. DR, %ﬁE PICOLI SOUZA
residente

‘wpcu:fecu Aeh %c@%l“wx C)CL\Q:’CD!C’«.

PROF2. DR2. PAOLA DOS SANTOS DA ROCHA
Membro

00
%&Q(&h; ém{i O (%./\ rESNW DA
PROF2. Me. HELDER FREITAS DOS SANTOS
Membro




AGRADECIMENTOS

A Deus, pela minha vida, e por me permitir ultrapassar todos os obstaculos
encontrados ao longo da realizacdo deste trabalho, que foram considerados como

desafios para a construgéo da minha carreira cientifica.

Aos meus pais, Maria do Carmo Bispo da Silva Soutilha e Laerco da Silva
Soutilha e, irméos, Laércio da Silva Soutilha, Méarcio Tadeu Soutilha e Marcelo Tadeu
Soutilha, que me incentivaram nos momentos dificeis e compreenderam a minha

auséncia enquanto eu me dedicava a realizacao deste trabalho.

Em nome da minha irm&, parceira de trabalho e de vida Natalia Guedes Jorge,
eu agradeco todos 0s meus amigos, que sempre estiveram ao meu lado, pela amizade
incondicional e pelo apoio demonstrado ao longo de todo o periodo de tempo em que
me dediquei a este trabalho. A nossa caminhada foi linda até agora e o infinito do céu

sera o nosso limite.

A Prof2 Dr2 Paola dos Santos da Rocha, por ter guiado o inicio da minha jornada
cientifica no Grupo de Estudos em Biotecnologia e Bioprospeccdo aplicados ao
Metabolismo (GEBBAM) e por ter sido minha primeira orientadora na graduacao que

forneceu todo suporte, ajuda, conselhos e amizade durante todo esse tempo.

A magnifica e admiravel Prof¢ Dr2 Kely de Picoli Souza, por ter sido minha
orientadora e ter desempenhado tal funcéo com dedicacéo e eficiéncia, demonstrando
que o caminho para produzir ciéncia de qualidade esta na forca de um grupo unido e
determinado seguido por muito estudo e dedicacdo. Ao grande pesquisador e
professor Dr. Edson Lucas dos Santos, por todos os conselhos, pela ajuda e pela
paciéncia com a qual guiaram o meu aprendizado. Ambos sdo exemplos de

pesquisadores e lideres.

Ao meu coorientador Helder Freitas dos Santos, por toda ajuda durante a
construcdo desse trabalho e por todos os ensinamentos, conselhos, orientacoes,
discussbes e momentos de alegria vividos até hoje. Vocé, assim como os demais, foi

essencial para a realizacao desse sonho.



v

Aos orgaos de fomento, CAPES, CNPq, Fundect, UFGD, FINEP, que
proporcionaram infraestrutura ao GEBBAM para realizacdo deste estudo, bem como

dos ensaios futuros desta pesquisa.

Ao GEBBAM, por ser o local onde estou desenvolvendo minhas habilidades
cientificas e pessoais e transformando um grande sonho em realidade! Sou muito
grato a este grupo e espero contribuir significativamente para consolidar o GEBBAM
como referéncia de pesquisa mundial. Por fim, e ndo menos importante, a todos que
participaram, direta ou indiretamente do desenvolvimento deste trabalho de pesquisa,

enriquecendo o meu processo de aprendizado.



LISTA DE FIGURA

Figura 1. Fatores que podem promover a transformacdo de células normais em

células cancerigenas.

Figura 2. Etapas do processo metastatico.

Figura 3. Componentes celulares presentes na epiderme, em destaque, 0S

melandcitos.
Figura 4. Regra do ABCD para diagnéstico de melanoma.

Figura 5. Distribuicdo geografica de Tillandsia no territério brasileiro.

Figura 6. Tillandsia recurvata: planta aérea em 1: arvore, 1A: folha, 1B: flor; 2
alvenarias, 22: folha, 2B: flor; 3: fio de eletricidade

Figura 7. Viabilidade de células de melanoma murino B16F10-Nex2 tratadas com
diferentes concentracdes do Extrato Diclorometano:metanol (95:5) de Tillandsia
recurvata durante 24 e 48h. 0: Controle do solvente, DMSO a 0,1%. Os resultados de
trés experimentos independentes em triplicata foram expressos como média + SEM.
*** ys. Controle 24 h; ## ys. Controle 48 h com P<0,001.

Figura 8. Viabilidade de células de melanoma murino B16F10-Nex2 tratadas com
diferentes concentracdes do Extrato Diclorometano:metanol (1:1) de Tillandsia
recurvata. 0: Controle do solvente, DMSO a 0,1%. Os resultados de trés experimentos
independentes em triplicata sdo em expressos como média £+ SEM. * vs. Controle 24
h; # vs. Controle 48 h (## P<0,05) (***### P<0,001).

Figura 9. Viabilidade das células de melanoma murino B16F10-Nex2 tratadas com
diferentes concentracdes do Extrato Etanolico (7:3) de Tillandsia recurvata. O:
Controle do solvente, DMSO a 0,1%. Os resultados de trés experimentos
independentes em triplicata foram expressos como média £ SEM. # vs. Controle 24 e
48 h (# P<0,05, ### P<0,001).

Figura 10. Morfologia das células de melanoma murino B16F10-Nex2 ap0s 24 e 48 h
de tratamento com os extratos de T. recurvata em diferentes concentragcdes no

aumento de 100x.



Vi

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Tipos de cancer de pele e seus respectivos subtipos.

Tabela 2. Regra do ABCDE para diferenciar uma alteracédo da pele em um processo
maligno (cancer de pele) e benigno.

Tabela 3. Atividades biologicas de Tillandsia recurvata e parametros relacionados:
parte utilizada, solvente(s) de extracdo, composto(s) isolado(s), modelo bioldgico,
autor(es) e ano.

Tabela 4. Rendimento dos extratos de T. recurvata.



LISTA DE ABREVIATURAS
1:1TR - Extrato diclorometano:metanol (1:1) de Tillandsia recurvata
95:5TR — Extrato diclorometano:metanol (95:5) de Tillandsia recurvata
ASE — Extragéo acelerada por solvente
CO2 - Dioxido de carbono
CBC - Carcinoma basal celular
CCE - Carcinoma de células escamosas
DMSO - Dimetilsulfoxido
DNA — Acido desoxirribonucleico
EETR — Extrato etanol:H20 (7:3) de Tillandsia recurvata
EHTR - Extrato hexanico de Tillandsia recurvata
FCBA — Faculdades de Ciéncias Biol6gicas e Ambientais
INCA - Instituto Nacional de Cancer
MTT - Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdli
SISBIO - Sistema de autorizagéo e informagao em biodiversidade
T. recurvata — Tillandsia recurvata
UFGD - Universidade Federal da Grande Dourados

UV - Ultravioleta

Vil



Vil

) SUMARIO
L. INTRODUGAD ...ttt ettt e b e s h e st sttt e b e e sb e e s b eesaeeeabeebeesbeesbeesatesatesane 11
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt s s sssasssassas s neenes 12
2.1 CANCER ...ttt 12
2.1.1 Etiologia € CAraCteriStICAS.....cccciiiiieiiiiceee ettt s re et st s naeneas 12
2.1.2 ProCeSS0 MELASTALICO .....cuiiiuiieiiieiesie ettt 13
2.1.3 CANCEI U PEIE ...ttt b et eae 14
2.2 TRATAMENTOS DISPONIVEIS ...ttt sas s sassesseneenes 18
2.3 GENEIO THANASIA. ..ttt 20
2.4 METODOS DE EXTRAGAO ...t eeeeeeeeeeeseeeseee e seeee e se s seese s eessesseeeeseneas 25
B OBUIETIVOS ..ttt sttt st sttt et e s bt e s bt e s aeesatesabeeabe e b e e sseesaeesateenteenteenbeens 26
3.1, ODJELIVO GEIAI .ttt sttt st sb bbbt e et et eneeas 26
3.2. ODjJetiVOS ESPECITICOS .ottt 26
4. MATERIAL E METODOS.......ouoieeeeeeeeieeee et tesae s sssas s s ssssssssssenes 26
4.1. Coleta do Material VEQELAl ......c.cceeiiiieieeceee ettt st s re e 26
4.2. Preparo dos extratos de TillandsSia reCUrvata..........cocvevererieieinineneseseseseeeeeeeees 27
4.2, CUITUIA CIUIAN et 27
4.2.1. Ensaio de viabilidade CEIUIAN ........ccoiiiiiiieec s 28
4.2.2 Andlise morfoldgica da linhagem de melanoma murino (B16F10-Nex2)................ 28
5. ANALISE ESTATISTICA. ..ottt veeae st naenes 28
B. RESULTADOS ... .ottt ettt ettt ettt b e s bbbt et e st e sbe et e sbeemtenbesaeenbesbeeanenees 29
6.1 Rendimento dos extratos de T. FECUNVALA.......cccocevveuirieeriierieinetnet e 29
6.2 Efeito citotOXico dos extratos de T. FECUIVALA........coeereuereerieincereeeee e 29
6.3 Analise morfol6gica das células de melanoma murino B16F10-Nex2..........ccceueeee. 31
7. DISCUSSAOD. ...ttt ssise ittt bbb 33
8. CONCLUSAD. .....orvireirriiesiieesieesisse bbbttt bbb 35

REFERENCIAS ...ttt e e eee s s seses s e s setesesesesesasasesesesesssssesesessesesesesessesasasasasesaseees 35



POTENCIAL CITOTOXICO DE Tillandsia recurvata (L.) L. EM CELULAS DE
MELANOMA
RESUMO
O céncer de pele do tipo melanoma é altamente agressivo e com elevado indice de
mortalidade. Este tipo de cancer € caracterizado pela proliferacdo celular nao
controlada de melandcitos com alta capacidade metastatica. Os tratamentos
convencionais de quimioterapia e radioterapia apresentam efetividade limitada e
efeitos adversos. Neste contexto, os produtos naturais tém sido fonte de moléculas
ativas para o desenvolvimento de novas drogas anticancer. Destacamos, neste
estudo, a espécie vegetal Tillandsia recurvata, uma planta epifita com capacidade de
se adaptar a diferentes situacbes ambientais estressoras. Diversos estudos tém
destacado o potencial anticancer desta planta, em especial, pelos seus efeitos
antiproliferativo, citotoxico e antiangiogénico. Neste contexto, o objetivo deste estudo
foi investigar a atividade citotoxico de T. recurvata em células de melanoma. Para isso,
utilizando a extracdo acelerada por solvente, quatro extratos de T. recurvata foram
preparados utilizando-se subsequentemente os solventes orgéanicos de diferentes
polaridades: hexano, diclorometano:metanol (95:5 e 1:1, v/v), e etanol:H20 (7:3 v/v),
obtendo-se os extratos EHTR, E95:5TR, E1:1TR e EETR, respectivamente. Em
seguida, células de melanoma murino B16F10-Nex2 foram tratadas com diferentes
concentracfes dos extratos, 12,5-200 ug/mL, e submetidas ao ensaio de viabilidade
celular utilizando 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT).
Os resultados foram utilizados para o calculo da concentracéo inibitoria de 50% (ICso)
das células B16F10-Nex2 pelos extratos. Os principais resultados mostram ICso de
14,49 £ 1,99 e 14,83 + 2,33 ug/mL para E95:5TR ap0s 24 e 48h, respectivamente; e
de 176,41 + 21,84 as 24 h apenas para E1:1TR. Na maior concentracdo avaliada, 200
pg/ml, o E95:5TR promoveu cerca de 76% de morte das células B16F10-Nex2. Em
relacdo a morfologia, as células B16F10-Nex2, apresentaram pleomorfismo celular
decorrente dos tratamentos com os diferentes extratos. Em conjunto, os resultados
obtidos neste estudo mostram, pela primeira vez, a agdo citotoxica dos extratos
diclorometano:metanol de T. recurvata em uma linhagem de melanoma altamente
agressiva, com grande potencial metastatico, abrindo perspectivas promissoras para

estudos futuros.

PALAVRAS-CHAVE: Cancer de pele, Cravo-do-mato; bioprospeccéao; terpenos



CYTOTOXIC POTENTIAL OF TILLANDSIA RECURVATA (L.) L. IN MELANOMA
CELLS

ABSTRACT

Melanoma skin cancer is highly aggressive and has a high mortality rate. This type of
cancer is characterized by uncontrolled cell proliferation of melanocytes with high
metastatic capacity. Conventional chemotherapy and radiotherapy treatments have
limited effectiveness and adverse effects. In this context, natural products have been
a source of active molecules for the development of new anticancer drugs. In this
study, we highlight the plant species Tillandsia recurvata, an epiphytic plant capable
of adapting to different stressful environmental situations. Several studies have
highlighted the anticancer potential of this plant, especially for its antiproliferative,
cytotoxic and antiangiogenic effects. In this context, the aim of this study was to
investigate the cytotoxic activity of T. recurvata on melanoma cells. For this, using
solvent-accelerated extraction, four extracts of T. recurvata were prepared using
subsequently organic solvents of different polarities: hexane,
dichloromethane:methanol (95:5 and 1:1, v/v), and ethanol :H20 (7:3 v/v), obtaining
the extracts EHTR, E95:5TR, E1:1TR and EETR, respectively. Then, B16F10-Nex2
murine melanoma cells were treated with different concentrations of extracts, 12.5-200
pg/mL, and submitted to cell viability assay using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2 ,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT). The results were used to calculate the 50%
inhibitory concentration (ICso) of B16F10-Nex2 cells by the extracts. The main results
show ICso of 14.49 £ 1.99 and 14.83 + 2.33 pg/mL for E95:5TR after 24 and 48h,
respectively; and 176.41 + 21.84 at 24 h only for E1:1TR. At the highest concentration
evaluated, 200 pg/ml, E95:5TR promoted about 76% of the death of B16F10-Nex2
cells. Regarding morphology, B16F10-Nex2 cells showed cellular pleomorphism
resulting from treatments with the different extracts. Taken together, the results
obtained in this study show, for the first time, the cytotoxic action of
dichloromethane:methanol extracts from T. recurvata in a highly aggressive melanoma
cell line, with great metastatic potential, opening promising perspectives for future
studies.

KEYWORDS: Skin cancer, Clove of the bush; bioprospecting; terpenes
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1. INTRODUCAO

O cancer € caracterizado pela desregulacdo da proliferacao celular, a
partir da qual as células ndo diferenciadas, células malignas ou cancerosas,
podem migrar para diferentes tecidos e 6rgaos, em um processo denominado
metastase (Chambers; Groom; Macdonald, 2002; Quail; Joyce, 2013; Meirson;
Gil-Henn; Samson, 2020). Liderando as estimativas como uma das principais
causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo, o cancer continua sendo
um dos principais desafios para os pesquisadores e para a sociedade.

Estima-se que, anualmente, 14 milhdes de novos pacientes sao
diagnosticados com céancer e 8 milhdes de pessoas morrem em decorréncia da
doenca (Chen et al., 2018). Desta maneira, o cancer se torna uma das principais
causas de morte em todo o mundo (World Health Organization, 2020), além de
causar danos exponenciais, principalmente em paises em desenvolvimento
(Shastri; Shastri, 2014).

Nos ultimos anos a incidéncia e a mortalidade por cancer de pele vém
aumentando em todo o mundo. Os dois tipos basicos de cancer de pele sdo néo
melanoma e melanoma. Embora menos frequente, o tipo melanoma é o mais
agressivo e com maior indice de mortalidade, consolidando-se como um grande
problema ao sistema de saude (Ahmed et al., 2020).

As formas convencionais mais indicadas para o tratamento ou controle do
cancer de pele sdo por meio da resseccao cirargica seguida da quimioterapia ou
radioterapia. Estas terapias nédo cirtrgicas podem desencadear danos colaterais
elevados, além de ndo apresentarem resultados completamente satisfatorios
(Chen et al., 2018).

Tratamentos mais eficazes, com menores efeitos adversos e com melhor
custo-beneficio sdo continuamente investigados (Mohanty et al., 2019), e as
substancias quimicas advindas de produtos naturais atraem a atencdo de
pesquisadores por apresentarem atividades promissoras, principalmente no
combate ao cancer.

Tillandsia recurvata é uma planta epifita da familia Bromeliaceae,
amplamente distribuida em diferentes tipos de ambientes, que tem demonstrado
atividades anticancer frente a diferentes linhagens anticancerigenas, mediadas

por seus compostos bioativos (Lowe et a., 2017). Neste contexto, o objetivo
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deste trabalho foi investigar a acao citotoxica de quatro diferentes extratos de T.
recurvata, obtidos por extracdo acelerada por solvente (ASE), frente a linhagem

de melanoma murino B16F10-Nex2.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CANCER

2.1.1 Etiologia e caracteristicas

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2022), o cancer é
uma doenca multifatorial que ndo possui uma causa especifica e o seu
surgimento se d& pela combinacdo de fatores intrinsecos e/ou
extrinsecos, como por exemplo mutacdes e metilacdes no DNA (Graham;
Sottoriva, 2017) e exposicdo a raios ultravioleta (UV) (WHO, 2022),

respectivamente (Figura 1).

| CARCINOGENESE

CELULA NORMAL CELULAS CANCERIGENAS
+ Metilacdo de DNA  + Mutacbes

+ Alteracdes cromossdmicas

FATORES INTRINSECOS

. \ J
FATORES EXTRINSECOS L 3 J

» Tabagismo - Consumo exacerbado de élcool
+ Exposigdes aos raios UV e produtos quimicos -+ Sedentarismo

* Dieta desbalanceada

CELULA SAUDAVEL @ CELULACANCERIGENA
Fonte: Autoria propria, 2022

Figura 1. Fatores que podem promover a transformacao de células normais em

células cancerigenas.

Geneticamente, o cancer pode se desenvolver a partir de mutacdes
em genes responsaveis por regular as atividades celulares essenciais,
tais como crescimento celular, mecanismo de morte e até mesmo de
reparo do DNA (Vogt et al., 2017; Copur et al., 2019). Sendo caracterizado
pela proliferacdo celular desordenada, as células cancerosas primarias
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podem migrar pelos sistemas corporais atingindo outros tecidos e 6rgaos,
em um processo conhecido como metastase (Chambers; Groom;
Macdonald, 2002; Quail; Joyce, 2013; Meirson; Gil-Henn; Samson, 2020).

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2022),
estima-se que, cerca de 10 milhGes de pessoas morreram em decorréncia
do cancer em 2020, sendo 1/3 dessas mortes relacionadas ao uso de
tabaco, a obesidade e suas comorbidades, consumo exacerbado de
alcool e uma dieta desbalanceada associada ao sedentarismo (WHO,
2022).

Além disto, aproximadamente 90% das mortes notificadas
relacionadas ao cancer sdo oriundas dos processos metastaticos
(Lambert; Pattabiraman; Weinberg, 2017). Desta maneira, a principal
causa de mortalidade relacionada aos processos oncologicos é a

formacdo das metastases (Patel et Al., 2021).

2.1.2 Processo Metastatico

Metastase € o processo em que células cancerosas invadem outras
partes saudaveis do corpo, marcando uma evolucao final do céancer
(Birkbak; Mcgranahan, 2020). E caracterizada como uma fase sistémica
devido a sua capacidade de migracdo para locais distintos da origem do
tumor primario (Majidpoor; Mortezaee, 2021).

O processo metastatico é considerado a principal causa de morte na
maioria dos pacientes acometidos com cancer (Bergers; Fendt, 2021). De
acordo com Fares et al.,, 2020, os passos envolvidos no processo
metastatico envolvem a invasdo, intravasamento, circulacao,
extravasamento e colonizagdo, como ilustrado na Figura 2.

A complexidade da cascata metastatica dificulta a eficiéncia de
terapias antitumorais (Majidpoor; Mortezaee, 2021). Notavelmente, ha
uma deficiéncia de alternativas terapéuticas que sejam eficazes contra o
processo metastatico (Esposito; Ganesan; Kang, 2021).

Destacam-se como caracteristicas positivas para a metastase,
células com alta capacidade de motilidade, evasdo imunolégica e de
sobrevida na circulagdo sanguinea (Birkbak; Mcgranahan, 2020). Assim,
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a compreensdo destes mecanismos €é fundamental para o

desenvolvimento de terapias antimetastase.

Primary Tumor Site
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Fonte: Fares et al., 2020

Figura 2. Etapas do processo metastatico.
2.1.3 Cancer de Pele

Estima-se que cerca de 1,5 milhdes de pessoas sdo acometidas com
cancer de pele a cada ano, sendo a radiacdo UV um dos principais fatores de
risco associado a doenca (OMS, 2022). O cancer de pele pode ser dividido em
dois tipos basicos: ndo melanoma e melanoma, seguido de seus respectivos

subtipos, como apresentados na Tabela 1.

s

O cancer de pele nao-melanoma € oriundo de células epiteliais
queratinizadas, incluindo Carcinoma Basal Celular (CBC) e Carcinoma de
Células Escamosas (CCE) (Linares; Zakaria; Nizran, 2015) que representam as



15

alteracbes de pele mais comum deste grupo de neoplasias (Brandt; Moore,
2019).

Tabela 1. Tipos de céncer de pele e seus respectivos subtipos.

CANCER DE PELE

SUBTIPOS
Carcinoma Basal Carcinoma de Células
Celular (CBC) Escamosas (CCE)

N&o-melanoma
Basocelular nodular
o Doenca de Bowen
Basocelular superficial _ .
o Eritroplasia de Queyrat
Basocelular morfologico

Melanoma Superficial
Melanoma Nodular
Melanoma _ _
Melanoma Lentigo Maligna

Melanoma Lentiginoso Acral

Fonte: (Gordon, 2013).

O céancer de pele tipo melanoma é marcado pela proliferacédo desregulada
dos melandcitos resistentes ao processo de morte (Ahmed et al., 2020).
Localizados na camada basal da epiderme, os melanécitos sao responsaveis
pela producdo de melanina, que sédo acondicionadas em melanossomas e
transportada por dendritos que se estendem para os queratinécitos (Ahmed et
al., 2020), como pode ser observado na Figura 3.

A incidéncia de pacientes acometidos com melanoma vem aumentando
progressivamente, se estabelecendo como um grande problema de saude
publica (Ahmed; Qadir; Ghafoor, 2020). Segundo dados da Global Cancer
Observatory (GLOBOCAN) em 2020, foram registrados cerca de 325.000 novos
casos de melanoma, com aproximadamente 80% dos 6bitos (Saginala et al.,
2021). Assim, o cancer melanoma é considerado o cancer de pele mais

agressivo, embora menos comum (GEORGESCU et al., 2020).
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Epiderme

A superficie da pele é como um
“tapete” de fibras de queratina
unidas que permanecem na pele
quando as células epiteliais

velhas morrem.
A matriz fosfolipidica atua — .

comooprincipal agente T o e T
impermeabilizador da pele.

Os queratinécitos da superficie — =
produzem fibras de queratina.

Os desmossomos ancoram as
células epiteliais umas as outras.

Célula epidérmica

Fonte: Adaptado de Silverthorn, 2017

Figura 3. Componentes celulares presentes na epiderme, em destaque, os melandcitos.

A melanina produzida pelos melandcitos € um antioxidante fundamental
na protecdo da pele contra os raios UV (Solano, 2020) que € o principal fator de
risco para o surgimento do céancer de pele, que frequentemente acomete
pessoas mais velhas e de pele clara (LaBerge et al., 2020). Além da radiacéo
UV, os fatores genéticos contribuem grandemente para o desenvolvimento de

neoplasias malignas na pele (Watson; Holman; Maguire-Eisen, 2016).

Um dos principais sinais do cancer de pele é a presenca de lesbes em
areas expostas ao sol, como a regiao da cabeca e do pescoco (Linares; Zakaria;
Nizran, 2015). Além disso, é possivel observar na Tabela 2 as diferencas entre
as alteracdes de pele em um processo maligno e benigno, por meio da regra do

ABCDE e na Figura 4 é possivel visualizar as diferengas na pele.
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Tabela 2. Regra do ABCDE para diferenciar uma alteracdo da pele em um processo

maligno (cancer de pele) e benigno.

DESCRICAO
Simetria
Borda
Cor
Dimensao

Evolucéo

ALTERACOES DE PELE

MALIGNO BENIGNO
Assimétrico Simétrico
Irregular Regular

Dois tons ou mais Tom anico

Superior a 6 mm
Cresce e muda de cor

Inferior a 6 mm

N&o cresce e ndo muda de cor

Fonte: (Kittler, 2021)

Figura 4. Regra do ABCDE para diagnostico de melanoma.

DIMENSAO

Fonte: Why you should know about melanoma, 2017

O diagnodstico do melanoma na maioria das vezes € feito a partir da

bidpsia da pele seguido por exame histopatolégico (Linares; Zakaria; Nizran,

2015). O tratamento primario, tanto para o melanoma e ndo melanoma é

cirtrgico. De acordo com dados da OMS até 2022 foram registrados cerca de

2.246 mil obtidos no Brasil, de ambos o0s sexos e de todas as idades, causados
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pelo melanoma. Proje¢Oes lancadas pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA)
indica que o Brasil devera registrar aproximadamente 185,6 mil novos casos de
cancer de pele até o fim de 2022 (Schilithz et al., 2019; Neves, 2022).

2.2 TRATAMENTOS DISPONIVEIS

Atualmente, os tratamentos recomendados para o controle do cancer
incluem procedimentos cirdrgicos, radioterapia, quimioterapia, imunoterapia e
terapias-alvo (Davis; Shalin; Tackett, 2019). O tratamento primario para remocao
de melanoma localizado ocorre por meio de procedimentos cirdrgicos, que
consiste na retirada da massa tumoral e do tecido saudavel circundante (Davis;
Shalin; Tackett, 2019). No entanto, esse procedimento néo se aplica a tumores
metastaticos, sendo necessario outra abordagem, como a radioterapia e a
administracdo de drogas quimioterapicas que podem ser adjuvantes a resseccao

cirtrgica (Agha et a., 2017).

A radioterapia ndo vem demonstrando melhora no quadro clinico de
pacientes com melanoma metastéatico, devido o melanoma ser relativamente

radio-resistente (Wagstaff et al., 2022).

As terapias medicamentosas se tornam a préxima linha de defesa quando
0os tratamentos cirargicos ndo sdo suficientes, seguidos de radioterapia.
Terapias-alvo e imunoterapicos proporcionam ao paciente acometido com
melanoma novas oportunidades de tratamento além de quimioterapia (Wagstaff
et al., 2022)

Contudo, tanto para o melanoma quanto aos outros tipos de cancer, as
atuais opcbes medicamentosas ndo sdo seletivas e podem ser agressivas,
ocasionando citotoxicidade em células saudaveis do organismo (Pérez-Herrero;
Fernandez-Medarde, 2015), promovendo efeitos adversos, como queda de
cabelo, perda de apetite, nauseas, vomitos e diarreia (American Cancer Society,
2018).

s

Um dos agentes quimioterapicos atuais para o cancer de pele € a
Dacarbazina, a primeira droga quimioterapica reconhecida pela FDA para o
tratamento de melanoma (Liu; Sheikh, 2014). Entretanto estudos indicam que o

tratamento com Dacarbazina resulta em uma sobrevida mediana, ndo sendo
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mais indicada como padrao paliativo para pacientes acometidos com melanoma
metastatico (Wagstaff et al., 2022). Esta droga é metabolizada exclusivamente
pelo figado, podendo ocasionar, dentre seus efeitos tOxicos ao organismo,
insuficiéncia hepética aguda, que tem como mecanismo de acdo ocasionar a
inibicdo da sintese de DNA, impedindo a proliferacdo celular de células
cancerigenas (Al-Badr; Alodhaib, 2016).

Outras estratégias terapéuticas como a terapia alvo e imunoterapia para
0 melanoma e melanoma metastéatico vém sendo utilizadas, como por exemplo
Vemurafenibe, Dabrafenibe, Trametinibe, Ipilimumabe, Pembrolizumabe,
Nivolumabe (Liu; Sheikh, 2014; Mishra et al., 2018). Embora as opcdes de
tratamento citadas apresentam menos efeitos adversos, a toxicidade para
células saudéaveis continua sendo um problema no tratamento do cancer. Neste
cenario, € fundamental a busca por novos métodos terapéuticos que
proporcionem ao paciente uma reducado dos efeitos adversos além da melhoria

do seu estado clinico (Leiter; Keim; Garbe, 2020).

Embora os avancos no tratamento do melanoma tenham sido
significativos, proporcionando aos pacientes uma melhora no quadro de
sobrevida (Curti; Faries, 2021), é fundamental a busca por novas estratégias
terapéuticas para o cancer de pele. Em especial, para 0 melanoma, pois além
de ser agressivo, apresenta alto potencial metastatico (Sundararajan et al.,
2022).

Interessantemente, o0s produtos naturais apresentam substancias
bioativas, como os metabdlitos secundarios, os quais tém apresentado potencial
para o controle de células cancerigenas, tornando-se assim, um alvo promissor
para o desenvolvimento de novas terapias anticancer (LIU et al., 2020), bem
como medicamentos ja disponiveis, dentre eles o paclitaxel, vincristina e
vimblastina que sdo agentes quimioterapicos sugeridos para o tratamento de
cancer de pele do tipo melanoma, que atuam interrompendo o ciclo celular de
células cancerigenas e induzindo-as a morte (Schinzari et al., 2017; Zhu; Chen,
2019; Mattila et al., 2020).
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2.3 Género Tillandsia

O género Tillandsia é o maior da familia Bromeliaceae e engloba mais de
700 espécies que estao divididas em 7 subgéneros que apresentam distribuicdo
na Ameérica Tropical e subtropical até o norte da América Central e dos Andes
(Tardivo et al., 2020). Grande parte das espécies pertencentes ao género
Tillandsia apresentam comportamento epifito com capacidade de se adaptar a
diferentes situacOes estressoras colaborando para a producédo de diferentes

metabdlitos secundarios (Estrella-Parra et al., 2019).

No Brasil, a distribuicdo geografica das Tillandsia abrange cerca de 18
estados (Figura 5). Em ambientes urbanos elas sdo comumente encontradas em

arvores, alvenarias e fios de energia (WFO, 2022).

10. Alagoas 1. Rio Grande do Sul
11. Bahia 2. Santa Catarina
i 12. Ceara 3. Espirito Santo

v 13. Paraaba 4. Minas Gerais
14. Pernambuco 5. Rio de Janeiro
15. Piaua 6. Sao Paulo
16. Rio Grande do Norte 7. Distrito Federal do Brasil
17. Sergipe 8. Goiés
18. Parani 9. Mato Grosso do Sul

Fonte: WFO, 2022

Figura 5. Distribuicdo geogréafica de Tillandsia no territério brasileiro.

Pertencente ao subgénero Diaphoranthema, destacamos neste estudo, a
espécie vegetal Tillandsia recurvata (Figura 6), uma planta epifita, popularmente
conhecida como cravo-do-mato, tradicionalmente utilizada em forma de infuséo
aguosa contra reumatismo, Ulceras e hemorroidas (Agra et al., 2007), cujo

desenvolvimento ocorre a partir da absorcao de nutrientes disponiveis tanto no
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ar quanto na agua, majoritariamente advindos das chuvas (Gonzalez et al.,
2022).

Interessantemente, os produtos naturais se destacam quanto a saude por
serem uma fonte importante de biomoléculas farmacologicamente ativas
(Newman & Cragg, 2003; Deng et al., 2020). Estes produtos vém ganhando
espaco e apresentam papel fundamental na descoberta de novas estratégias
terapéuticas, especialmente relacionadas ao cancer (Atanasov et al., 2018).

Neste contexto, destacam-se as plantas medicinais, em especial devido
as suas propriedades terapéuticas relacionadas aos seus metabdlitos

secundarios

. Fonte: Os autores, 2022

Figura 6. Tillandsia recurvata, planta aérea em 1 arvore, 1A: folha, 1B: flor; 2

alvenarias, 2A: folha, 2B: flor; 3: fio de eletricidade
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A producédo de metabolitos secundarios nas plantas esté relacionada com
a capacidade das plantas em superar desafios ambientais, principalmente
abidticos (Akula; Ravishankar, 2011), promovendo a producédo de diferentes
constituintes fitoquimicos como os compostos fendlicos, flavonoides, terpenos e
alcaloides que apresentam efeitos benéficos a saude, principalmente por
desempenharem atividade anticancer (Huang et al., 2021). Adicionalmente,
diversos estudos relacionam a atividade terapéutica das plantas medicinais com

a presenca desses constituintes quimicos (Li et al., 2020)

Curiosamente, a literatura apresentam que diferentes produtos naturais
vem sendo utilizando para o desenvolvimento de agentes quimioterapicos para
diferentes tipos de céancer (N. Nwodo et al., 2015). E diversos agentes
terapéuticos anticancerigenos amplamente utilizados sao oriundos de fontes
naturais, como por exemplo, a vincristina, que é um metabdlito que compde o
grupo de farmacos denominados como alcaloides da vinca, que sao capazes de

bloquear o crescimento celular de células cancerigenas (Below et al., 2020).

Diversos estudos tem relato a presenca de metabdlitos secundarios
presente no género Tillandsia, principalmente pertencentes as classes dos
triterpendides e flavonoides (Manetti et al., 2009), compostos fendlicos (Lowe et
al., 2014), além de esterois e fenilpropandides (Gonzalez et al., 2022) que séo

compostos amplamente conhecidos por desempenharem atividades bioativas.

Outras espécies do género Tillandsia vém sendo investigadas por
desempenharem atividades biologicas, como Tillandsia usneoides, estudada por
apresentar atividade hipoglicEmica (Witherup et al., 1995) e Tillandsia
streptocarpa, por demonstrar potencial antioxidante e antimicrobiano (Delaporte
et al., 2004).

Adicionalmente, visando compreender melhor as propriedades bioldgicas
de T. recurvata, foi realizado no més de setembro de 2022, uma revisdo
bibliografica na base de dados PubMed utilizando as seguintes palavra-chave:
“Tillandsia recurvata” and “Biological Activity” e “Tillandsia recurvata” and
“Bioactive Compounds”. Como pode ser observado na Tabela 3, existem alguns

estudos, em especial realizados por Lowe et al., sobre o potencial citotoxico de
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T. recurvata. Nestes, € possivel verificar a capacidade de diferentes extratos
desta espécie vegetal na reducao da viabilidade celular de diferentes linhagens

cancerigenas (Lowe et al., 2012; Lowe et al., 2013; Lowe et al., 2014).

Manetti et al., 2009, relatou alguns triterpendides encontrados em
abundancia na subfamilia Tillandsioideae, no qual a T. recurvata esta inserida,
dentre os compostos isolados destacam-se o0s cicloartanos, lanostanos,
labdanos, derivados do arborinol, a friedelina e esteroides.

Estudos indicam o potencial citotéxico de cicloartanos isolados de T.
recurvata que apresentam resultados promissores frente a diversas linhagens
cancerigenas (Lowe, 2014). Adicionalmente, demais estudos relatam a presenca
majoritaria desse composto em espécies de Tillandsia, (Cabrera e Seldes, 1995;
Cabrera e Seldes, 1996; Lowe, 2014).

Lowe et al., 2013 relatou o isolamento de dois dicinamatos presentes no
extrato de cloroférmio bruto de T. recurvata, sendo 1,3-di-O-Cinamoil-glicerol (1)
e (E)-3-(cinamoiloxi)-2-hidroxipropil 3-(3,4-dimetoxifenil) acrilato, que foram
responsaveis pela atividade citotoxica em melanoma humano (A375), cancer de
mama (MCF-7) e cancer de préstata. Uma patente registrada em 2010 por Lowe,
indica que o extrato metandlico de T. recurvata apresenta atividade biologica

frente o cancer de prostata (Lowe et al., 2013).

A avaliacdo citotoxica de plantas medicinais tem utilizado a cultura de
células como ferramenta para se obter respostas de potencial antitumoral de
extratos e compostos, frente a diferentes linhagens celulares (Mendes, 2011).
Assim, considerando-se a revisao bibliogréafica levantada referente aos estudos
anticancer de T. recurvata, este estudo utilizou a linhagem cancerigena B16F10-
Nex2, conhecida por ser uma linhagem agressiva de melanoma com alto

potencial metastatico, devido a sua elevada taxa de proliferacéo (Mendes, 2011).



24

Tabela 3. Atividades bioldgicas de Tillandsia recurvata e parametros relacionados: parte

utilizada, solvente(s) de extracdo, composto(s) isolado(s), modelo biologico, autor(es) e

ano.
PARTE SOLVENTE(S) COMPOSTO(S) ATIVIDADE(S) MODELO AUTOR(ES)
UTILIZADA  DE EXTRAGCAO ISOLADO(S) BIOLOGICA(S) BIOLOGICO E ANO
Partes Bioindicador de Graciano et
aéreas i i poluigao i al., 2003
Partes - . . Antip.ro.liferativo e Cancer de prostata Lowe et al.
. Cloroférmio Cicloartano-3,24,25-triol Inibicdo de (PC-3eDU145) e ’
aéreas . 2012
Quinases MRCKa
Partes Cloroférmio ] 'gz'if]zcs’sse CSNK2A2, MEKS,  Lowe etal.,
aéreas GAK, FLT e DRAK1 2012
1,3-di-O-Cinamoil
glicerol
Brometo de (E)-(2-(3- Anéis adrticos de
Partes P . e L Lowe et al.,
aéreas Cloroférmio (3-(3,4-.d|rnet.o><|feml) Antiangiogénica ratos Sprague- 2012
acriloiloxi)-2- Dawley
hidroxipropoxi)-2-
oxoetil)trifenilfosfonio
1,3-di-O-Cinamoil- Melanoma humano
glicerol (A375), Cancer de
aptgrr:;z Cloroférmio (E)-3-(cinamoiloxi)-2- Citotéxico Mama (MCF-7) e LOV\;eOf;aI"
hidroxipropil 3-(3,4- Cancer de Préstata
dimetoxifenil)acrilato Humano (PC-3)
Melanoma (B-16) e
Linfoma de Células
Partes L . ; Lowe et al.,
aéreas Metanol - Antiproliferativo B de urrla'estlrpe 2013
transgénica de
camundongos)
Cicloart-23-eno-3,25-
diol
Cicloartano-3,24,25-triol
Cicloart-25-eno-3,24-
diol Células Leucémicas
Partes Metanol acido 3,23-diox0-9,19- Antileucemia (HL-60, K562, Lowe et al.,
aéreas ciclolanost-24-en-26- MOLM14, 2014
dico MonoMace6)
Dihidroxicicloartan-3-
ona
Hidroxicicloart-23-en-3-
ona, 25
Piartes Metanol - Antidiabético Ratos Lowe eta.,
aéreas 2014
P'artes Etandlico - Cicatrizante Ratos Sprague- Bahado, 2014
aéreas Dawley
Células de
Neuroblastos (IMR-
Tecnologia de 32), Cancer de
Partes exﬁ;ﬁ? da:Sde 5,3"-dihidroxi-6,7,8,4'- Anticancer e rr;zT)a 'EAMeEﬁ;TE_ Lowe et al.,
aéreas - tetrametoxiflavanona antiproliferativo ' 2017
supercriticos humano (A375),
com CO, leucemia (MV4-11),
cancer de prostata
(PC-3)
Chromobacterium
Partes Diclorometano e i Antiviruléncia violaceum e Pérez-Lopez
aéreas Metanol Pseudomonas eta., 2020

Aeruginosa
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2.4 METODOS DE EXTRACAO

Os compostos bioativos podem ser extraidos por diferentes técnicas,
algumas usadas a milénio, como infusdo, decoccdo e maceracéo. Diversos
fatores influenciam uma extracdo bem-sucedida de metabdlitos secundarios,
como por exemplo, a escolha da técnica, polaridade dos solventes utilizados na
extragcdo, bem como o tempo e temperatura durante o processo (Soquetta,
2019).

Os métodos de extracdo podem ser classificados em métodos
convencionais e nao-convencionais. Em geral, os métodos convencionais de
extracdo sao realizados em temperatura ambiente, sem controle de pressao, por
um longo periodo de extracdo (Barros et al., 2013). Contudo, técnicas com maior
controle dessas varidveis, aumentam a eficiéncia da extragcdo quanto a
compostos de interesse.

Neste sentido, técnicas mais avancadas sdo sugeridas para extracao
seletiva de metabdlitos secundarios (HAQUE et al., 2017) que incluem, a
extracao por fluidos supercriticos, extracao assistida por micro-ondas e extracao
acelerada por solvente (JONES; KINGHORN, 2012), nas quais permitem que
classes de compostos sejam extraidas de acordo com a polaridade do solvente

utilizado.

Destacamos neste estudo, a tecnologia de Extracdo Acelerada por
Solvente (ASE) devido sua capacidade em utilizar temperaturas e pressdes
elevadas durante o processo de extracdo, mas por curtos periodos de tempo,
principalmente para extracdo de compostos com propriedades bioativas (Fan et
al., 2021), além do beneficio de alto rendimento, o que torna a técnica atrativa
(Sun et al., 2012).

Garantindo uma extragdo mais precisa, a técnica diferencia-se, como
citado, pela manutencéo de pressdes elevadas (>100 psi) que permite que 0s
solventes utilizados para extracdo, sejam aquecidos a temperaturas que
ultrapassem o seu ponto de ebulicdo (Pinto; Langas, 2009).

Neste estudo, foi utilizada a tecnologia do ASE para a producéo de quatro
diferentes extratos das partes aéreas de T. recurvata visando um maior arraste

de compostos bioativos separados de acordo com a polaridade crescente dos
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solventes utilizados, sendo eles: Hexano, Diclorometano e metanol 95:5e 1:1, e
Etanol 70%.

Os solventes utilizados, em grau crescente de polaridade, sdo hexano
(apolar), diclorometano:metanol e etanol. De acordo com a sua polaridade, os
solventes tém capacidade de extrair determinadas classes de metabdlitos

secundarios em maior concentracao.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Investigar o potencial citotoxico de Tillandsia recurvata em célula de

melanoma.

3.2. Objetivos especificos

e Preparar quatro extratos de T. recurvata, utilizando solventes de
diferentes polaridades, sendo hexanico, diclorometano:metanol (95:5),
diclorometano:metanol (1:1) e hidroetandlico (7:3) pelo método de
Extracdo Acelerada por Solvente (EAS);

¢ Investigar o potencial citotoxico de diferentes concentracdes dos extratos
de T. recurvata, 12,5, 25, 50, 100 e 200 pg/mL, em linhagem de melanoma
murino (B16F10-Nex2) nos periodos de 24 e 48h de tratamento, e
determinar a concentragao inibitéria de 50% da viabilidade celular (ICso)
através do ensaio colorimétrico utilizando 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT);

e Analisar a morfologia das células de B16F10-Nex2 tratadas com o0s

diferentes extratos nos periodos de 24 e 48h.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Coleta do Material Vegetal

Espécimes de Tillandsia recurvata foram coletadas no municipio de
Dourados, localizado no estado de Mato Grosso do Sul, regido Centro-oeste do
Brasil, sob as coordenadas geograficas (22°13'10.3"S 54°48'59.6"W), em
novembro de 2020, apds a autorizagdo obtida pelo Sistema de Autorizacdo e
Informacdo em Biodiversidade (SISBIO 86171). A identificagdo do material
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vegetal foi realizada pelo boténico Prof°. Dr°. Sandro Menezes Silva da
Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais, da Universidade Federal da
Grande Dourados (FCBA, UFGD), Dourados-MS, Brasil. Uma exsicata foi
depositada no herbario da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD)
com o registro de 6435/DDMS.

4.2. Preparo dos extratos de Tillandsia recurvata

Para obtencédo dos extratos, o material vegetal foi higienizado com SUMAVEG e
posteriormente desidratado em estufa com circulacdo de ar a 40 °C durante 18
dias até obter peso constante. Em seguida, o material foi pulverizado em moinho
de facas. O material pulverizado foi utilizado para obtencdo dos extratos
utilizando Extrator Acelerado por Solvente (ASE 150 DionexTM®): os seguintes
solventes foram aplicados de maneira subsequente sob o mesmo material em
pd: Hexano 100%, Diclorometano:metanol (95:5), Diclorometano:metanol (1:1) e
Etanol:H20 (7:3), obtendo-se respectivamente os extratos EHTR, E95:5TR,
E1:.1TR e EETR. Para extracdo foram utilizados os seguintes parametros: ciclo
estatico de extracdo de 4 minutos, volume de lavagem de 80% e purga de 40
segundos (gas nitrogénio). Foram utilizados trés ciclos para cada solvente. A
temperatura utilizada na extracdo para os solventes foi de 70°C para o extrato
Hexanico e 100°C para os extratos Diclorometano:metanol (955 e 1:1) e
Etanol:H20 (7:3). Os solventes foram removidos por rotaevaporacédo, e apenas o
EETR foi liofilizado. Os demais extratos foram secos em capela de exaustéo e
dessecador. O solvente utilizado para dissolver os extratos de T. recurvata foi o
dimetilsulféxido (DMSO) na concentragéo final de 0,1%. Contudo, o extrato
hexanico, EHTR, ndo foi solivel em DMSO, a despeito de sonicagéo,
aquecimento e longos periodos de agitagdo do extrato. Assim, a investigacao
citotoéxica do EHTR néo foi avaliada neste estudo. O célculo do foi obtido atraves

da formula a seguir.

Rendimento (%) = (massa do extrato seco/massa do material vegetal seco) *100

4.2. Cultura Celular

As células da linhagem cancerigena de melanoma murino, B16F10-Nex2,
utilizadas neste estudo, foi isolada na Unidade Experimental de Oncologia

(Universidade Federal de Sao Paulo, UNIFESP) a partir da linhagem celular
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B16F10 e foram cultivadas em meio RPMI 1640 e mantidas em garrafas de
cultivo celular contendo seu meio de cultivo suplementado com 10% de soro fetal
bovino e 1% de antibidticos (5 mg de penicilina, 5 mg de estreptomicina). A

linhagem celular foi acondicionada em estufa a 37°C contendo 5% de COs..

4.2.1. Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi realizada de acordo com Castro et al., 2019,
através do ensaio colorimétrico utilizando 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT). Em resumo, as células de B16F10-Nex2
foram plagueadas em placas de 96 pocos na densidade de 5x102 e, em seguida,
tratadas com as concentracdes de 12.5, 25, 50, 100 e 200 ug/mL de EHTR,
E95:5TR e EL:1TR e EETR, durante 24 e 48 h. Apés o periodo de tratamento, 0
meio foi removido e os poc¢os foram lavados com PBS 1x (tampéao fosfato-salino).
Em seguida, foi adicionado 100 uL de MTT (0,5 mg/mL) em todos 0s pocos,
seguido de incubacdo por 4h a 37°C em estufa de CO2. ApGs este periodo, 0
sobrenadante foi removido e em seguida foi adicionado 100 pL do solvente
DMSO para solubilizar os cristais de formazan. A absorbancia de cada poco foi
determinada a 630 nm em Leitor TP-READER, Thermo Plate. A inibicdo da
viabilidade celular foi calculada através da formula a seguir.

Viabilidade celular (%) = (AbSceélulas tratadas/ ADScontrole) X 100

4.2.2 Analise morfolégica da linhagem de melanoma murino (B16F10-
Nex?2)

Ao final dos tratamentos de 24 e 48h, como descrito anteriormente no item
4.2.1, foram adquiridas imagens das células B16F10-Nex2 em Microscopio
Invertido de Fases na objetiva de 100x.

5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média. Para
avaliar a diferenca entre os grupos estudados, foi aplicado andlise de variancia
(ANOVA), seguida do teste de Dunnett sendo considerado significante quando
p<0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software

GraphPad Prism 8 (Instuitive Software For Science, San Diego, CA, EUA).
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6.1 Rendimento dos extratos de T. recurvata

Os resultados em relacédo aos rendimentos dos extratos de T. recurvata

esta apresentado na tabela abaixo.

Tabela 4. Rendimento dos extratos de T. recurvata.

EXTRATOS

RENDIMENTO (%)

Hexanico 100% (EHTR)
Diclorometano:metanol (95:5) (E95:5TR)
Diclorometano:metanol (1:1) (E1:1TR)
Etanol:H20 (7:3) (EETR)

4,08
2,01
5,34
8,28

6.2 Efeito citotdxico dos extratos de T. recurvata

Os efeitos dos extratos de T. recurvata sobre a viabilidade celular das

células de melanoma murino B16F10-Nex2 sédo apresentados nas figuras 7 a 9.

A Figura 7, mostra a capacidade do extrato E95:5TR em reduzir a

viabilidade celular das células de B16F10-Nex2, desde a menor concentracao
em 50 e 58% até 77 e 75% na concentracdo de 200 ug/mL em 24 e 48 h,
respectivamente. Com ICso de 14,49 +1,99 pg/mL, em 24h, e de 14,83 + 2,33

Mg/mL em 48h de tratamento.
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Figura 7. Viabilidade de células de melanoma murino B16F10-Nex2 tratadas com
diferentes concentracbes do Extrato Diclorometano:metanol (95:5) de Tillandsia
recurvata durante 24 e 48h. 0: Controle do solvente, DMSO a 0,1%. Os resultados de
trés experimentos independentes em triplicata foram expressos como média + SEM. ***
vs. Controle 24 h; ## vs. Controle 48 h com P<0,001.

Os resultados do E1:1TR sobre a viabilidade de células B16F10-Nex2
podem ser observados na Figura 8. O E1:1TR em 24 h e 48 h de tratamento,
reduziu a populagéo tumoral a partir da concentragédo de 50 ug/mL, na maior
concentracéo avaliada houve reducao de aproximadamente 50% de viabilidade
celular, para ambos periodos avaliados. No periodo de 48h observou-se uma
reducdo da viabilidade celular isolada na concentracdo de 12,5 ug/mL, de
aproximadamente 17% da viabilidade celular. O ICso do E1:1TR, foi de 176,41 +
21,84 pg/mL para o periodo de 24 h de tratamento, no entanto, ndo foi possivel

determinar o valor do ICso para 48 h.
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Figura 8. Viabilidade de células de melanoma murino B16F10-Nex2 tratadas com
diferentes concentracbes do Extrato Diclorometano:metanol (1:1) de Tillandsia
recurvata. 0: Controle do solvente, DMSO a 0,1%. Os resultados de trés experimentos
independentes em triplicata sdo em expressos como média + SEM. * vs. Controle 24 h;
# vs. Controle 48 h (## P<0,05) (***### P<0,001).
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Os dados apresentados na Figura 9 indicam a auséncia de toxicidade do
EETR em células de melanoma nas diferentes concentracdes avaliadas, 12,5 a
200 pug/mL, nos periodos de 24 h. Quando tratadas por 48 h com o EETR, é
possivel observar uma diminuicdo da populagdo cancerigena de
aproximadamente 25%, exceto na concentragdo de 200 pg/mL. N&o foi possivel

calcular o ICso para 0 EETR.
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Figura 9. Viabilidade das células de melanoma murino B16F10-Nex2 tratadas com
diferentes concentracdes do Extrato Etandlico (7:3) de Tillandsia recurvata. 0: Controle
do solvente, DMSO a 0,1%. Os resultados de trés experimentos independentes em
triplicata foram expressos como média £+ SEM. # vs. Controle 24 e 48 h (# P<0,05, ###
P<0,001).

6.3 Analise morfologica das células de melanoma murino B16F10-Nex2

As imagens da morfologia de célula B16F10-Nex2 tratadas com o0s
extratos de T. recurvata sdo apresentados na figura 10. O tratamento das células
com os extratos diclorometano:metanol (95:5 e 1:1) com seus respectivos ICso
reduziram a populacéo celular e proporcionaram pleomorfismo celular, ou seja,
as células orginalmente fusiformes tornaram-se arredondadas. Contudo, o EETR
nao alterou a morfologia das células quando comparadas ao controle.
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CELULA
ARREDONDADA

FUSIFORME

CELULA
ARREDONDADA

FUSIFORME

CELULAS
ARREDONDADAS

Figura 10. Morfologia das células de melanoma
murino B16F10-Nex2 apés 24 e 48 h de
tratamento com os extratos de T. recurvata em
diferentes concentracfes no aumento de 100x.
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7. DISCUSSAO

Os principais resultados deste estudo revelaram a atividade citotoxica dos
extratos diclorometano:metanol (95:5 e 1:1) de T. recurvata em células de
melanoma murino B16F10-Nex2, uma linhagem de cancer agressiva com alta

capacidade metastatica.

O extrato E95:5TR demonstrou atividade citotdxica promissora em células
de melanoma e essa atividade pode ser relacionada ao processo de extracao
utilizado, visto que a Extracdo Acelerada por Solvente apresenta um maior
arraste de compostos bioativos devido a sua eficiéncia de extracao (Barros et
al., 2013), resultando em uma resposta acentuada de toxicidade frente a

linhagem utilizada, mediada pelos compostos bioativos presentes no extrato.

O extrato E1:1TR também demonstrou atividade citotoxica, sendo mais
acentuada na maior concentracdo avaliada. Embora ndo tenha se detectado o
valor de ICso para 48 h, é possivel observar que ndo houve grande diferenca
entre os periodos de tratamentos, visto que para ambos os periodos avaliados,

houve a inibicdo de aproximadamente 50% da viabilidade celular.

A atividade citotoxica do E95:5TR e E1:1TR pode estar relacionada a
capacidade desses solventes em extrair compostos da classe dos terpenos, visto
que alguns estudos utilizando a extracdo com metanol das partes aéreas de T.
recurvata relatam a presenca de compostos majoritariamente da classe dos
terpenos, responsaveis pelo potencial citotoxico em diferentes linhagens
cancerigenas (Lowe et al., 2012-2013-2014). Os triterpenos de cicloartanos,
também identificados em outros géneros botanicos, inclusive utilizando extracéo
com diclorometano, também tem sido descritos como citotéxicos, antioxidante e
antinflamatério (Li et al., 2018; Santos Silva et al., 2022; Youn et al., 2016; Xia;
Dai; Sun, 2018).

Além disso, ja foram identificados outros metabdlitos secundarios como
fenilpropanoglicosideos (Vasconcelos et al., 2013) e flavonoides (Lowe et al.,
2017) que foram citotoxicos frente a diversas linhagens cancerigenas. Contudo,
como ainda nao ha relatos cientificos do perfil quimico de extratos de T.
recurvata produzido por diclorometano:metanol (95:5 por ASE), este estudo

relata pela primeira vez a maior poténcia desse extrato, frente aos demais,
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expressando efeitos de substancias individuais ou ainda, sinergismo entre

compostos, que futuramente seréo investigados.

Adicionalmente, foi possivel observar a inducao do pleomorfismo celular
da B16F10-Nex2 frente ao tratamento com os extratos de T. recurvata, em
ambos os periodos avaliados. O pleomorfismo celular é caracteristico dessa
linhagem, que se refere a habilidade de variar a sua morfologia de acordo com
0 estagio do ciclo celular e de condi¢cdes ambientais. Os resultados indicam a
permanéncia das células sobreviventes fixadas na matriz extracelular presente
nos pocos de tratamento. Além do pleomorfismo celular, foi possivel identificar
uma reducdo promissora da viabilidade celular desencadeada principalmente
pelo E95:5TR. Portanto, esses resultados corroboram os dados obtidos no
ensaio de MTT, confirmando o potencial citotoxico dos extratos de T. recurvata

em células de melanoma murino.

A linhagem de melanoma utilizada nesse estudo valoriza a atividade
citotoxica observadas pelos extratos, pois a linhagem B16F10-Nex2, como ja
citado anteriormente, apresenta alto potencial metastatico. Além disso, Mendes.,
2011 relata que essa linhagem apresenta resisténcia aos tratamentos devido a
sua capacidade de proliferacdo agressiva. Futuramente, serdo investigados as
classes de compostos presentes em cada extrato de T. recurvata, afim de
explorar os mecanismos de morte promovidos pela espécie vegetal avaliada

neste estudo.

Um dos principais desafios nos tratamentos atuais sdo a resisténcia de
células cancerigenas que conseguem sobreviver mesmo apds os procedimentos
quimioterapicos, naturalmente essas células ativam mecanismos de escape,
driblando o sistema imunoldgico antes mesmo de uma resposta anticancer
endoégena (Davis; Shalin; Tackett, 2019). Mesmo com a possibilidade de
combinacdo entre os métodos convencionais para o tratamento ou controle do
cancer, as terapias disponiveis ndo apresentam resultado maximo esperado
durante o tratamento, reforcando a necessidade de terapias alternativas para o

cancer.

Atualmente, ha a disposicdo uma grande quantidade de métodos

anticancer e a indicacdo do tratamento depende do tipo de céancer, a sua
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evolugdo cancerosa e do local de origem, entretanto, ndo h& relatado
tratamentos que sejam especificos (Wang; Lei; Han, 2018), visando assim a
necessidade pela busca de métodos alternativos que promovam seletividade
tumoral (Vendramin; Litchfield; Swanton, 2021). Coincidentemente, os produtos
naturais como a T. recurvata apresentam propriedades bioativas que possam ser

eficientes para o controle de células imortalizadas (Lowe et a., 2017).

Neste estudo, evidenciamos que 0s extratos desempenharam relevante
acdo citotoxica com potencial para exercerem protagonismo nessa atividade
bioldgica, podendo ser sugeridos como uma alternativa para as terapias
convencionais, como a quimioterapia e a radioterapia, visto que ja estdo
descritas na literatura diversas atividades bioldgicas promissoras do género das
Tillandsias, principalmente da T. recurvata (Witherup et al., 1995, Lowe, 2012,
Lowe, 2013, Lowe, 2014).

8. CONCLUSAO

Este estudo relatou pela primeira vez o perfil de citotoxicidade de
diferentes extratos de Tillandsia recurvata sobre a linhagem tumoral B16F10-
Nex2, demonstrando a atividade citotoxica do E95:5TR ao reduzir fortemente a
viabilidade e modificar a morfologia celular. Considerando que ambos extratos
diclorometano:metanol, E95:5TR e E1:1TR, apresentaram atividade citotdxica,
abrem-se novas oportunidades para pesquisas relacionadas a identificacdo dos
compostos presentes em T. recurvata e o perfil de morte celular induzido, bem

como a avalicdo de T. recurvata em associacao aos tratamentos ja existentes.
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