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RESUMO: Os compostos naturais, como os polifendis, tém sido investigados em funcéo de
suas propriedades bioldgicas, nutricionais e farmacol6gicas. Umas das principais propriedades
evidenciadas por aqueles metabolitos secundérios é a atividade antioxidante, capaz de
neutralizar radicais livres, os quais em excesso podem causar diversas disfuncdes celulares e
sdo frequentemente identificados em grande quantidade em diversos tipos de doencas cronicas,
como o cancer. Dados na literatura demonstram que os compostos fendlicos podem ser
utilizados com uma estratégia complementar ao tratamento do cancer devido a neutralizacao
de radicais livres. O estudo conduzido pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de Morfogénese
e Bioguimica Vegetal (Universidade Federal de Santa Catarina) tem investigado o perfil
quimico do extrato aquoso de cascas de banana (EA), cultivar Prata Ana (Musa sp.), e
constatado uma potente atividade antioxidante. O presente trabalho objetivou avaliar o
potencial citotoxico do EA através da determinagdo da viabilidade e proliferacdo celular de
melanoma murino (B16F10), complementando os estudos sobre as atividades bioldgicas do
EA de Musa sp e seu potencial de uso como terapia complementar do cancer. Os resultados
demonstram que o EA ndo se mostrou toxico a linhagem de melanoma B16F10, independente
da concentracdo (0,1 — 1000 u/mL), em exposicdes de 24 e 48 horas. Por outro lado, os
experimentos de proliferacéo celular evidenciaram diminui¢do na capacidade de formagéo de
coldnias consoante as concentragdes dos tratamentos de EA investigadas. Outros estudos sao
importantes para complementar os resultados deste trabalho, visando avaliar o potencial do EA
de casca da banana em um perfil migratério e de morte celular. Sugere-se ainda, estudos
complementares utilizando-se outras linhagens neoplésicas afim de confrontar os resultados.
Palavras-chave: Compostos fendlicos. Cancer. Cascas de banana. Musa sp. Melanoma.
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INTRODUCAO

O cancer

Nos ultimos anos, o nimero de novos casos diagnosticados com cancer tem
crescido, o que tornou a doenga um problema de saude publica em escala global. O
cancer € a segunda principal causa de morte no mundo, com 9,6 milhdes de mortes em
2018. Uma em cada seis mortes sdo relacionadas a doenca (OPAS/OMS, 2018) e estes
nameros tendem a crescer, principalmente nos diagnosticos de cancer de pele devido ao

envelhecimento da populagdo e a alta taxa de melanoma em idosos (MELO et al, 2018).

No Brasil, 600 mil novos casos tém sido relatados anualmente, sendo o cancer
de pele o mais incidente (INCA, 2017) com 176.930 novos casos em 2020 e, destes,
8.450 do tipo melanoma (INCA, 2021a, INCA, 2021b).

Cancer de pele

O céncer de pele pode ser classificado é classificado consoante as formas
melanoma ou ndo-melanoma. O n&o-melanoma representa 94% do total de casos
reportados e um alto indice de cura, enquanto 0 melanoma metastatico é mais agressivo
e apresenta pior progndéstico e maior indice de mortalidade (IBCC, 2018), tendo levado
ao Obito 18.048 brasileiros no periodo 1998-2012 (SANTOS & SOUZA, 2019), (MELO
et al, 2018). Dos pacientes diagnosticados, apenas 14% sobrevivem, com expectativa de
vida de aproximadamente cinco anos (MILLER et al, 2006).

O principal fator de risco para ambos os tipos de cancer de pele é a exposicao
excessiva a radiacao solar ultravioleta (UV), mas fatores como histérico familiar, cor de
pele, olhos e cabelo, ou sistema imune debilitado podem aumentar o risco de
desenvolvimento desta patofisiologia (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017). De
acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC), 80% dos
melanomas séo causados pela exposicdo ao sol. As radiacdes UVB e UVA produzem
radicais livres nas células da pele que causam danos ao DNA, levando a mutacGes

génicas e proliferacdo celular anormal (RYOO et al, 2001).

Atualmente, os tratamentos para o cancer de pele compreendema intervencéao

cirurgica e a radioterapia com maior frequéncia de uso, apesar da terapia sistémica ser a

base do tratamento para a maioria dos pacientes. A quimioterapia de agente Unico, a
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qual utiliza apenas um agente citotoxico como mecanismo de acdo, também é bem
tolerada, mas possui uma taxa de resposta entre 5% a 20%. J& a quimioterapia
combinada e a bioquimioterapia, uma combinacdo de medicamentos quimioterapicos
usados na imunoterapia, sdo utilizadas para uma resposta mais objetiva, a despeito da
maior toxicidade observada (BHATIA et al, 2009). Apesar da grande quantidade de
tratamentos, durante a progressdo da doenca 0s pacientes ndo raro desenvolvem
tolerdncia as drogas utilizadas, levando & intensificacdo do tratamento
(POURHANIFEH; MAHDAVINIA; REITER; ASEMI, 2019). Neste contexto, a busca
por novas terapias ou tratamentos alternativos é de extrema importancia, visando
fornecer qualidade de vida ao paciente, além de aumentar a taxa de sobrevida que varia
entre 6 a 9 meses (ATALLAH, E. & FLAHERTY, L., 2005).

Compostos naturais e sua agao biologica contra o cancer

Como consequéncia da busca por novos tratamentos do cancer de pele, um
aumento significativo em pesquisas sobre medicinas alternativas e complementares
(MAC), como tratamentos n&o-convencionais utilizando plantas (SPADACIO &
BARROS, 2007), tem ocorrido nos ultimos anos. As MACs podem ser divididas em
trés grupos: a medicina tradicional indigena, a medicina afro-americana e as medicinas
alternativas derivadas de sistemas médicos altamente complexos (GEWEHR et al,
2017), sendo este ultimo grupo bastante empregado em tratamentos no Brasil. Alguns
desses tratamentos destacaram-se entre as MACSs, sendo institucionalizados e inseridos
no sistema de salde publica brasileira. Como resultado da difusdo destes métodos
alternativos, os pacientes relatam seus beneficios, destacando mudancas no estilo e
qualidade de vida, o que influenciou no tratamento das doengas, e.g. reducéo de tumores
e atenuacdo dos sintomas (LUZ, 2005).

De interesse, ressalta-se que uma analise do nimero de agentes quimoterapicos
em uso corrente e suas fontes indica que mais de 60% dos medicamentos aprovados sdo
derivados de compostos naturais (ROCHA et al., 2001). A exploragdo de produtos
naturais para a medicina alternativa tem se mostrado essencial para complementar as
terapias em curso, sem trazer maiores efeitos colaterais ao paciente. Neste contexto, por
exemplo, os polifendis sdo metabolitos secundarios encontrados em diversas espécies

vegetais com propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes reconhecidas, devido a

capacidade de sequestro deespécies de radicais livres geradas naturalmente no
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organismo, porém em namero exacerbado em patofisiologias como o cancer (CLEMES
et al, 2015). No que concerne as atividades biologicas dos compostos fendlicos, dados
na literatura demonstraram em ensaios in vitroe in vivo efeitos antioxidante e inibitorio
da proliferacdo celular em linhagens B16 (melanoma), somados a acéo de inducgéo de
apoptose (MALAFA et al, 2002; PRASAD et al, 2003). Nos altimos anos, inumeros
compostos com atividade antitumoral tém sido descobertos a partir desta classe de
metabdlitos secundarios (LICHOTA & GWOZDZINSKI, 2018) considerando, dentre
outras variaveis, a determinacdo de seu potencial antioxidante (TSALA et al, 2013;
ABERA, 2014). Neste contexto, e de forma especifica em relacdo aos constituintes da
banana (Musa sp.), esta espécie é reconhecida por suas aplicagdes nutracéuticas e por
sua composicao rica em compostos com diversas atividades biologicas (LOPES, 2019),
a exemplo da acdo antitumoral (MANSOUR et al, 2013).

Banana

A bananeira (Musa sp.) € uma espécie classificada como uma erva gigante,
originada na Asia e Pacifico Ocidental e, posteriormente, disseminada pelo mundo (DE
JESUS et al.,, 2013). A banana possui inconteste reconhecimento por seu valor
econbmico e nutricional, além da sua importdncia em diferentes aplicacdes
farmacéuticas e processos ligados a biotecnologia (LOPES, 2019). A casca do fruto
representa aproximadamente 30% da biomassa daquele 6rgdo e caracteriza-se como 0
principal subproduto da industria de processamento. Isso traz um problema ambiental
devido a grande quantidade de nitrogénio e fosforo presentes na casca, além do seu alto
teor de 4gua, o que a torna suscetivel a contaminagdes (GONZALEZ-MONTELONGO
et al, 2010). A casca é tradicionalmente utilizada como material medicinal por diversas
etnias para o tratamento de doencas como queimaduras, anemia, diarreia, Ulceras,
inflamacGes, diabetes, tosse, picada de cobra e excesso de menstruacdo (VU et al,
2018).

Dados na literatura demonstram que todas as partes da banana sdo fontes de
compostos bioativos para a protecdo da saude (WALL, 2006; DARSINI et al, 2012;
SHIAN et al, 2012). Estudos apontam que a casca da banana € rica em compostos
antioxidantes (VU et al, 2018), tendo sido demonstrada a ocorréncia de quantidades
apreciaveis de compostos fenolicos naguela biomassa, sendo o &cido galico seu
constituinte majoritario (LOPES, 2019).
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Os compostos fenolicos sdo metabdlitos secundarios resultantes de processos de
interacdo planta-ambiente (RANDHIR et al, 2002) com propriedades antioxidante, anti-
inflamatoria, antiaterosclerético, antitumoral, antimutagénico, anticarcinogénico,
antibacteriano e antiviral (MANSOUR et al, 2013). Adicionalmente, estudos apontam
seu uso benéfico a prevencao de doencas cardiovasculares, cancer, diabetes e obesidade.
Portanto, a recuperacdo destes metabdlitos a partir da biomassa residual, i.e. casca de
banana, possui grande valor medicinal, podendo gerar maiores retornos a inddstria
daquela fruta, a partir da exploracdo do potencial terapéutico associado (VU et al,
2018).

Sendo assim, a casca de banana foi selecionada como matéria-prima a extracdo
de compostos fenolicos, objetivando determinar seus efeitos citotdxicos em modelo
bioldgico in vitro, utilizando linhagem de melanoma (B16F10). Os resultados obtidos
complementam os estudos de nosso grupo pesquisa sobre o potencial de aplicacdo do
extrato aquoso de Musa sp.em diversas atividades bioldgicas, em modelos in vitro e in
vivo, contribuindo a geracdo de subsidios ao melhor enderecamento de aplicacéo

biotecnoldgica daquele residuo industrial.

METODOLOGIA

Identificaga@o boténica e local do cultivo das bananas

Biomassas de cascas de bananas (Musa sp., subgrupo Prata, cultivar Prata And)
foram gentilmente fornecidas pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensao Rural
de Santa Catarina (EPAGRI - Estacdo Experimental de Urussanga), no més de junho de
2016. As amostras foram produzidas em sistema organico de cultivo daquela frutifera,

no municipio de Criciuma, sul do Estado de Santa Catarina.
Processamento do material vegetal e producédo dos extratos

As amostras de frutos foram higienizadas em agua corrente e secas com papel
toalha. As cascas dos frutos foram retiradas manualmente e submetidas a secagem em
estufa (45°C), com fluxo de ar, até peso constante. A biomassa seca foi acondicionada
em sacos de polietileno e armazenada a -20°C até a producdo dos extratos para 0s

experimentos.
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Para a obtencdo do extrato aquoso (EA), a 0,5 g de cascas de banana seca
pulverizada foram adicionados 7,5 mL de agua destilada, seguido de agitacdo (vortex, 1
min), incubacdo (banho-maria, 37°C, 30 min), centrifugacdo (2 x 4000 rpm, 15 min) e
recuperacdo do sobrenadante, i.e., EA (PEREIRA, 2014).

Cultura de células

Linhagem celular de melanoma de camundongo (B16F10) foi mantida em meio
de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), suplementado com soro
fetal bovino (SFB) (10%, v/v), em estufa incubadora (ultrasafe HF212 UV, Heal Force,
China) a 37°C e 5% de CO..

Avaliacéo da citotoxicidade atraves do ensaio de viabilidade celular

Células de melanoma de camundongo B16F10 foram inoculadas em placas de
cultura (96 cavidades, 1 x 10* células/cavidade) e ap6s 24 h os tratamentos com o EA
(0,1 - 1000 pg/mL) foram adicionados. O grupo controle negativo (CN) recebeu apenas
meio de cultura. Apo6s o periodo de exposicdo (24 e 48 h), a citotoxidade do EA foi
determinada, utilizando-se o reativo de brometo de 3, 4, 5-dimetiltiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), de acordo com Mosmann (1983). Os valores expressos em

percentual de células viaveis foram calculados de acordo com a equacéo 1:

Absorbancia da amostra x1 00

Equacdo 1 Viabilidade celular (%) =

Absorbancia do controle negativo

Avaliacdo da proliferacédo celular através da capacidade de formacéo

de colbnias

De forma similar ao ensaio de determinacdo da citotoxicidade, células de
melanoma de camundongo B16F10 foram inoculadas em placas de cultura (96
cavidades, 1 x 10° células/cavidade) e ap6s incubacio (24 h), os tratamentos (EA = 10,
100 e 1000 pg/mL) foram administrados.adicionados. O grupo controle negativo (CN)
recebeu apenas meio de cultura. Apds 24 h de exposicdo ao EA, o meio de cultura foi
removido, as células foram lavadas com PBS Ca?* e Mg?* e 0 meio DMEM contendo
10% de SFB foi adicionado. O meio de cultura foi subsequentemente substituido a cada
3 dias. Ap6s 10 dias de experimento, as células foram fixadas com paraformaldeido

(PFA, 4% v/v) e coradas com violeta cristal (0,5%, metanol/agua 1: 1, v/v). A anélise

qualitativa, bem como as imagens representativas das col6nias apds os tratamentos,
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foram obtidas via micrografia optica das placa de cultivo, em microscopio invertido
(Olympus, 1X83, Japdo - magnificacdo 50 x). Agregados com mais de 50 células foram
reconhecidos como coldnias e classificados como sobreviventes. A porcentagem do
numero de colbnias nos diferentes grupos de tratamentos foi calculada de acordo com a

equacao 2 de Franken e colaboradores (2006):

Numero de colénias da amostra X1 00

Equacéo 2 Numero de colonias (%) =

Numero de colonias do controle negativo

Analise estatistica

Os dados foram coletados, sumarizados e submetidos & analise de variancia
(ANOVA), complementada por teste de comparacdo mdaltipla de Dunnett ou Tukey,
quando necessario. Valores de P menores que 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. Os dados foram analisados com o suporte do software GraphPad Prism®
6 (GraphPad, EUA) e os resultados expressos como média + desvio padrdo de trés

experimentos independentes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo da citotoxicidade através de ensaio de viabilidade celular

O EA ndo apresentou efeito citotoxico a linhagem de melanoma B16F10,
independente da concentracdo, tanto nos tratamentos de 24 h quanto nos de 48 h de
exposicdo ao EA. E possivel observar na figura 1 uma tendéncia ao aumento da
viabilidade celular nos tratamentos com EA a 1 ug/mL - 24h (113,036% + 10) e 10
ug/mL — 48h (120,95% =+ 20) em relagdo ao controle, ainda que ndo estatisticamente
significante (p<0,05). Desta forma, ndo foi possivel a determinacdo do valor de IC50
(concentracdo inibitoria) para o EA.
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Figura 1 - Efeito do EA sobre a viabilidade celular de melanoma B16F10, apos 24 e
48 h de tratamento (0,1 — 1000 pg/mL), com base no método colorimétrico MTT.
Os resultados sdo expressos como valores médios = desvio padrdo de trés

experimentos independentes.

200-
N & 48h
S 24h
~ 1501 *
S
=
S
s 1001
°
o
=
3 50-
b
>
o T T T L)

S o NS ,\@Q

EA (ug/mL)

Em um estudo preliminar anterior realizado por nosso grupo de pesquisa
verificou-se que o mesmo EA, apesar de ndo ter efeito citotoxico em concentracdes
acima de 100 ug/mL, aumentou a proliferacdo celular, a sintese de colageno e
potencializou o mecanismo migratério em fibroblastos 3T3 (LOPES, 2019). Hilbig
(2017) demonstrou efeito antiproliferativo celular através da reducdo do numero de
unidades formadoras de col6nias, aumento de células apoptéticas e bloqueio do ciclo
celular em linhagem MCF-7 de cancer da mama humana exposta a compostos fenélicos
provenientes da casca de noz pecd (HILBIG, J., 2017). Dentre esses, catequina e &cido
galico foram os compostos majoritarios nos extratos de Carya illinoinensis (HILBIG, J.,
2017), os quais também ocorrem em quantidades relevantes nos extratos de Musa sp.
investigados (LOPES, 2019). Assim, apesar do EA n&do apresentar toxicidade em
relacdo a viabilidade celular da linhagem tumoral analisada, isso ndo determina que o
mesmo ndo possa ter efeito em outros mecanismos celulares importantes, como a
proliferagcdo, migracdo e morte celular programada, haja vista que no extrato em estudo
encontram-se concentragcdes importantes de compostos fenolicos, majoritariamente o
4cido galico (LOPES, 2019). E importante ressaltar que um tratamento que nio cause
toxicidez aguda pode ser interessante por provocar menos efeitos colaterais sobre outros
tipos celulares importantes ao funcionamento do tecido/organismo administrado, como

as células endoteliais e fibroblastos.
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Analise de proliferacdo celular através da determinacéo da capacidade

de formacéo de colonias

O ensaio de formacéo de col6nia tem como objetivo determinar a capacidade de
sobrevivéncia celular através da formacdo de agregados destas (LOPES, 2012). As
concentragdes e o tempo de tratamento para o presente estudo foram pré-estabelecidos a
partir dos resultados obtidos no ensaio de curva de crescimento celular, onde constatou-
se que a duplicagéo celular da linhagem de melanoma B16F10 ocorreu em torno de 18 e
20 h de cultivo (dados ndo publicados). Neste ensaio, a formacdo de colonias celulares
foi avaliada de forma quali/quantitativa, tendo sido consideradas coldnias 0s agregados
contendo 50 ou mais céelulas (LOPES, 2012).

Conforme apresentado na figura 2, é possivel verificar uma reducdo na
capacidade de formacdo de colbnias da linhagem de melanoma B16F10 apGs exposicao
ao EA (10 ug/mL, 100 ug/mL e 1000 ug/mL — 24h) em relagdo ao controle, apesar da
ndo deteccdo de toxicidez sobre a atividade mitocondrial, conforme demonstrado no
ensaio do MTT (Figura 1).
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Figura - 2 Detalhes da formacéo e densidade de colbnias celulares da linhagem de
melanoma B16F10, consoante aos tratamentos com EA (CN, 10, 100 e 1000 pg/mL,
24 h), ao 10° dia de cultivo. As células foram coradas com solugéo de violeta cristal
0,5% (V/v).
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A figura 2 demonstra a ocorréncia de alteracdo mais expressiva na formacao de
colonias celulares decorrente da exposicdo ao EA na concentragdo de 1000 pg/mL em
relacdo ao controle. A reducdo da formacdo de colbniascelulares foi visivelmente
positiva no que se refere a eventual atividade antitumoral. Adicionalmente, observou-se
que as col6nias presentes no grupo CN apresentaram agregados celulares de maior
tamanho, evidenciando uma maior taxa proliferativa por unidade de agregado,
comparado aos grupos tratados com EA.

O tratamento das células com a maior concentracdo de EA (1000 pug/mL/24 h)
inibiu em maior extensdo a formagdo de coldnias, i.e., 40,66% = 8,45,

comparativamente ao grupo controle (100% + 11,92 - Figura 3). De outra forma, é
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possivel notar que a menor concentracdo de EApossibilitou uma elevacdo no nimero de
coldnias formadas, ainda que ndo significativa (p<0,05), de forma similar ao observado
quando da avaliacdo da toxicidade via atividade mitocondrial (Figura 1). Especula-se a
existéncia de uma relacdo de dose-resposta no que concerne as variaveis em estudo, o
que requer estudos mais detalhados. Assim, considerando os resultados observados,
sugere-se que os metabdlitos secundarios presentes no EA de Musa sp., maiormente
compostos fenolicos, possam ativar vias de sobrevivéncia celular em concentragdes

ainda mais baixas em relacéo ao aqui reportado.

Figura 3 - Viabilidade (%) de células de melanoma de camundongo B16F10
consoante aos tratamentos de exposi¢éo ao EA (CN, 10, 100 e 1000 pg/mL, 24 h) ao

10° dia de cultivo.
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CONCLUSAO

O EA de casca de banana ndo apresentou toxicidez a linhagem neoplasica de
melanoma murino (B16F10) quanto a sua atividade mitocondrial, via MTT.

Na avaliacdo do efeito do EA sobre a capacidade de formacéo de coldnias de
B16F10, uma reducdo significativa neste processo foi detectada, em associacdo a
concentracdo de EA utilizada. Tal resultado sugere que a propensdo a sobrevivéncia

celular quando da formacdo de coldnias foi afetada, demonstrando o potencial do EAa

.....

proliferacdo das células tumorais. Neste contexto, entende-se que estudos concernentes
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a determinacéo do efeito do EA de casca da banana sobre o perfil migratorio e de morte
celular contribuirdo & expansdo do conhecimento a elucidacdo de seus eventuais efeitos

terapéuticos sobre neoplasias.
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