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RESUMO

Os gliomas s@o neoplasias do SNC que afetam tanto o cérebro quanto a
medula espinhal. Os gliomas sdo categorizados histopatologicamente
pela OMS em diferentes subtipos e graus (I a 1V). O grau IV é reservado
para um subtipo de astrocitoma, denominado glioblastoma (GBM).
GBMs correspondem ao tipo mais agressivo e maligno de glioma sendo
0 tumor priméario mais comum dentre os cerebrais. O tratamento padréo
para pacientes com GBM recém-diagnosticado é a cirurgia, seguida de
radioterapia e quimioterapia concomitante e adjuvante com TMZ.
Porém, apesar dos tratamentos existentes, os pacientes GBM possuem
uma sobrevida média de aproximadamente 14 meses. O tratamento para
esta doenca permanece relativamente ineficaz devido a uma série de
desafios, quem incluem as altas taxas de evasdo da apoptose pelas
células GBM, de migracdo e invasdo das celulas tumorais em tecidos
cerebrais sadios e a capacidade das células tumorais de GBM induzirem
a angiogénese. Portanto, é importante estudar outras opcdes alternativas
de tratamento mais eficazes para GBM. Numerosos medicamentos
anticancerigenos eficazes foram descobertos a partir de fontes naturais,
como algas marinhas comestiveis e diatomaceas marinhas. Um dos
componentes dessas algas, é a Fucoxantina. Fx é um abundante
carotendide marinho, sendo o pigmento mais importante na geragéo da
cor marrom nas algas pardas. Este pigmento mostrou ter vérias fungdes
bioldgicas, que incluem efeitos anticancerigenos. Portanto, o uso de
compostos naturais de alimentos, como Fx, € uma estratégia promissora
para um tratamento alternativo para GBM. Devido a, este composto
estar relacionado a atividade antitumoral e estar presente na dieta diaria
de regiBes onde ha baixa taxa de incidéncia de GBM. Entdo, 0 objetivo
deste estudo foi determinar as atividades anticancerigenas de Fx em
células GBM. Os efeitos destes compostos na viabilidade celular,
migracdo, invasdo e proliferacdo foram avaliados usando 0s ensaios
MTT, Wound Healing, Transwell e Ki-67. Em relacéo aos resultados a
Fx diminuiu a viabilidade celular de maneira concentracdo dependente
em células GBM1, Al172 e C6, mas ndo foi citotoxica em astrocitos
murinos. Concentragdes até 100 de Fx diminuiram 40% da proliferacéo
celular da GBM1, 70% de migracdo da GBM1 e 90% de invasdo das
células GBM1. Além disso, o Fx induziu apoptose em células GBM1
sendo este efeito foi associado a perda de potencial de membrana
mitocondrial, aumentando os niveis de EROs e induzindo o estresse do
RER. Também analisamos que a exposi¢do ao meio condicionado das



células GBMI tratadas com 100 pM de Fx inibiu a diferenciacdo e a
formagdo de tubos das HUVECs e reduziu drasticamente a densidade
vascular da membrana vitelinica da codorna. Esses resultados sugerem
que a Fx induz a apoptose, reduz a proliferacdo celular, migracdo,
invasdo das células GBM e o tratamento com esse cartoenoide nas
células GBML inibe a angiogénese.

Palavras Chaves: Glioblastoma. Fucoxantina. Apoptose. Migrag&o.
Invasdo. Angiogénese.



ABSTRACT

Gliomas are central nervous system neoplasms that affect both the brain
and the spinal cord. Gliomas are histopathologicallycategorized by the
WHO into different subtypes and grades (I to 1V). Grade 1V is reserved
for a subtype of astrocytoma, glioblastoma (GBM). GBM are the most
malignant glioma and the most common malignant primary brain
tumor. GBM are very difficult to treat, and the standard treatment for
patients with newly diagnosed GBM is surgery, followed by
concomitant and adjuvant TMZ plus radiotherapy. Despite the
treatments the patients with GBM median survival time is only
approximately 14 months. The treatment for this disease remains
relatively ineffective because of a number of challenges, including
evasion of apoptosis by the GBM cells, the migration and invasiveness
of GBM tumor cells into normal brain tissues and the ability of GBM
tumor cells to induce angiogenesis. Therefore, it is important to study
other alternative treatment options for GBM. Numerous effective
anticancer drugs have been discovered from natural sources, such as
edible seaweeds and marine diatoms. One of the algae biomass
components is Fucoxanthin. Fx is an abundant marine carotenoid, and it
is the most important pigment in generating the brown color in brown
seaweeds. This pigment has been shown to have several biological
functions, that include anticancer effects.Thus, the use of natural
compounds from food, such as Fx, is a promising strategy for an
alternative treatment for GBM. Due to, these compound is relate to
antitumor activity and are present in the daily diet of regions where there
is low incidence rate gliomas. Then, the aim of this study was to
determine the anticancer activities of Fx on GBM cells. Effects of these
compounds on cell viability, migration, invasion and proliferation were
evaluated using MTT, Wound Healing, Transwell and Ki-67 assays. Fx
decreased cell viability in a concentration-dependent manner in GBML1,
Al72 and C6 cells but was not cytotoxic in murine astrocytes.
Concentrations up to 100 of Fx decreased 40% of GBM1 cell
proliferation, 70% of GBM1 migration and 90% of GBML1 invasion. In
addition, Fx induced apoptosis in GBM1 cells and this effect was
associated with a loss of mitochondrial membrane potential, increased
levels of ROS and RER stress. Besides that, exposure to the condition
media of GBML1 cells treated with Fx 100uM inhibits the differentiation
and tube formation of HUVECs and drastically reduced the vascular
density of the quail yolk membrane. Taken together, these findings



suggest that Fx augments apoptosis, and reduces cell proliferation,
migration, invasion and angiogenesis on GBM.

Keywords: Glioblastoma. Fucoxanthin. Apoptosis. Migration. Invasion.
Angiogenesis.
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1 INTRODUCAO

1.1  GLIOMAS

Os gliomas sdo tumores primarios que atingem o Sistema
Nervoso Central (SNC), e podem ser originarios de células ndo neurais
chamadas de células gliais (JIANG; UHRBOM, 2012). No SNC,
existem quatro tipos de células gliais, astrécitos, oligodendrécitos,
células microgliais e ependimarias. Os oligodendrdcitos séo
responsaveis pela mielinizacdo, enquanto as células microgliais sdo
derivadas de células estaminais hematopoiéticas e protegem o SNC
fagocitando patégenos. As células ependimarias revestem os ventriculos
cerebrais e sdo responsaveis pela manutencdo da homeostase no cérebro
e no meio extracelular da retina. Os astrocitos, o tipo mais abundante de
células gliais no SNC, sdo células em forma estrelada que estabelecem a
homeostase metabdlica (BARRES, 2003; 2008; DEL BIGIO, 2010).

Os tumores gliais correspondem a cerca de 77 % de todas as
neoplasias do SNC. Mais de 19.000 novos casos sdo diagnosticados a
cada ano, com uma taxa de 6,24 a cada 100.000 adultos e 0,71 a cada
100.000 criangas (OSTROM et al., 2015; OSTROM et al., 2017). Os
tumores diagnosticados variam consideravelmente em morfologia,
localizacdo e resposta as mais variadas terapias (OHGAKI; KLEIHUES,
2009).

As regifes com as maiores taxas relatadas de tumores cerebrais
malignos primarios, sdo no Norte da Europa, nos Estados Unidos e em
Israel, com taxas de incidéncia de 11 a 20 por 100.000 habitantes. Por
outro lado, essas taxas sdo expressivamente mais baixas no Japdo e na
Africa (LIU et al., 2011; OSTROM et al., 2015; OSTROM et al., 2017).

O Centro de Registro de Tumores no Cérebro dos Estados Unidos
(CBTRUS) indica que as taxas de incidéncia de gliomas séo duas vezes
maiores em pessoas caucasianas do que em pessoas afro-americanas e
asiaticas. Além disso, ocorre uma maior taxa de incidéncia em homens
em relacdo a mulheres, sendo o risco de 1,5 vezes maior no sexo
masculino (OSTROM et al., 2015; OSTROM et al., 2017).

O tipo celular precursor do glioma ainda permanece controverso.
A hipotese classica postula que as células tumorais sdo resultado do
acumulo de alteragdes que ocorrem em células maduras diferenciadas,
sendo que essa acdo promoveria a desdiferenciacdo dessas células ao
longo do processo cancerigeno. Este conceito é suportado, por exemplo,
pelas semelhangas histoldgicas entre células gliais funcionais
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diferenciadas e células tumorais de gliomas (SINGH et al., 2004;
ALCANTARA; LLAGUNO; PARADA, 2016).

A segunda e mais recente hipotese, pressupde que as células
tumorais se originam do acimulo de alteracGes que ocorrem diretamente
nas células tronco ou células indiferenciadas progenitoras
(multipotentes), que se encontram em diferentes tecidos (células-tronco
neurais ou células progenitoras gliais, no caso dos gliomas). De acordo
com essa légica, o processo tumorigénico ndo seria acompanhado por
um mecanismo de desdiferenciacdo, pois as alteracBes moleculares se
acumulariam diretamente em células indiferenciadas (DIRKS, 2010;
HEYWOOD et al.,, 2012; ALCANTARA; LLAGUNO; PARADA,
2016) (Figura 1).

Figura 1 - Representacdo esquematica do processo de diferenciacdo de células
tronco neurais em diferentes linhagens celulares do SNC e células progenitoras
dos gliomas
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recente é representada por setas cinzentas.

Fonte: adaptado de Gongalves et al. (2013).
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Os gliomas podem ser categorizados com base no tipo de células
gliais que sdo mais histologicamente semelhantes, & localizagdo do
tumor e ao grau de agressividade das células tumorais. A Organizacao
Mundial da Saude (OMS) reconhece sete tipos distintos de gliomas,
conforme listado no Quadro 1, os quais sdo divididos de acordo com a

malignidade em niveis de | a IV (OHGAKI; KLEIHUES, 2009).

Quadro 1 - Graduagdo de gliomas e suas caracteristicas segundo a OMS

Graduacéo dos Caracteristicas 8 Caracteristicas dos
. 2 Tipos de tumores
astrocitomas patoldgicas P tumores
LesOes ndo Astrocitoma
infiltrativas, com pilocitico .
- e : ' Apresentam células
baixo potencial astrocitoma de células prese A
- . . bem diferenciadas,
proliferativo, sem gigantes P
Grau | . S biologicamente
atipias subependimais, benignos, passiveis
nucleares, mitoses, xantoastrocitoma P RS
- x : . de cura por cirurgia.
proliferagdo endotelial pleomorfico e
OU necrose. subependimona.
Considerados
malignos, com
Lesbes em geral infiltracéo precoce
infiltrativas, com Astrocitoma difuso, nos tecidos
atipias nucleares e oligodendroma, adjacentes, bem
Grau ll baixo indice ependimona e diferenciado,
mitético, sem oligoastrocitoma crescimento lento,
proliferagdo endotelial misto. pode progredir para
0U hecrose. astrocitoma
anaplasico, incuravel
por cirurgia.
Astrocitoma Apresenta altas taxas
anaplasico, de anaplasia e
e oligodendroma roliferacéo, com
Lesges infiltrativas, a%aplésico P caractegrl'sticas
Grau Il com atipias nucleares - ’ .
Lpt: N ependimoma histol6gicas
e alto indice mitético. s .
anaplasico e malignas e
oligoastrocitoma prognosticos
anaplasico. desfavoraveis.
Lesdes infiltrativas Exibem muitas
- ' caracteristicas de
atipias nucleares, alto L
P P malignidade, alta
indice mitdtico, ocorréncia de
Grau IV células gigantes Glioblastoma angiogénese e
multinucleadas, multiforme
- x necrose, elevada
necrose e proliferacéo . S
endotelial !nva5|b|I|dade_ e
) baixos prognosticos.

Fonte: adaptado de Kleihues et al. (2002).
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12 GLIOBLASTOMA MULTIFORME

O glioblastoma multiforme (GBM) é considerado o mais maligno
entre o0s tipos de tumores do SNC. O prognoéstico é ruim na maioria das
vezes, Visto que apenas aproximadamente 32 % dos pacientes
sobrevivem por mais de 12 meses ap6s o diagndstico (OSTROM et al.,
2017)

Os glioblastomas primarios se desenvolvem sem que haja um
historico de lesGes anteriores, sendo mais comuns em pacientes na faixa
etaria entre 55 a 60 anos. Ja os glioblastomas secundarios provém da
progressdo tumoral de astrocitomas difusos (grau Il) e astrocitomas
anaplasicos (grau Ill), se desenvolvendo geralmente em pacientes
considerados jovens, com menos de 45 anos (REIFENBERGER et al.,
2012).

Os dados epidemiolégicos mostram que o nimero de casos de
GBM registrados na Europa e na América do Norte é de 2 a 3 por
100.000 adultos a cada ano, e a taxa de incidéncia em homens em
relacdo as mulheres é de 1,26:1 (VERDECCHIA et al., 2002). Casos de
GBM em criangas e neonatos também s&o relatados. Estima-se que a
incidéncia deste tumor seja de 1,1 a 3,6 por 100.000 criangas, com a
propor¢do de 3,3 criancas do sexo masculino com glioblastoma para
uma crianc¢a do sexo feminino (MAHVASH et al., 2011).

A etiologia do GBM priméario ndo foi totalmente elucidada.
Acredita-se que a origem desse subtipo de glioma seja de forma
espontanea, apesar da clinica descrever o desenvolvimento dessa
neoplasia em pessoas da mesma familia (1 % dos casos) (HOUBEN et
al., 2005; SCHWARTZBAUM et al., 2006). No entanto, 0 contexto
genético para o desenvolvimento deste tipo de glioblastoma é diferente
dos que ocorrem espontaneamente (DANIELS et al., 2007).

Por mais que o surgimento desse tumor seja espontaneo, estudos
relatam que a radiagdo ionizante, a exposicdo a pesticidas, compostos
aromaticos policiclicos, solventes, campos eletromagnéticos e a certos
metais sdo fatores que aumentam a probabilidade de desenvolver esse
tipo de tumor. Acredita-se que o uso de telefone mével ndo aumenta o
risco de desenvolver GBM, porém o uso ao longo prazo ainda é
indeterminado (SPINELLI et al., 2010). O GBM também pode ser
considerado uma doenca ocupacional. Pessoas empregadas na inddstria
de borracha e petromecénica sdo consideradas com maior risco de
incidéncia a essa neoplasia (WRENSCH et al., 2002).

Em relacdo as caracteristicas citopatoldgicas do GBM, as células
sdo pleomdrficas, com alta atividade mitética e com presenca de mitose
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atipica. Morfologicamente, consistem em células pequenas,
caracterizadas por polimorfismo, anaplasia e anisocariose significativa,
além de possuirem o formato poligonal, difuso, com citoplasma
aciddfilo e fronteiras celulares distintas (SCHULTZ et al., 2005).

Analisando as caracteristicas histopatoldgicas, os GBMs podem
ser considerados tumores heterogéneos em sua composicdo celular, onde
se encontram células tronco tumorais, células mesenquimais e células do
estroma. Acompanhando as células neoplasicas, também estdo presentes
mondcitos e macrofagos, que contribuem diretamente para a progressao
tumoral, através da liberacdo de fatores pro-inflamatorios e
angiogénicos (REIFENBERGER et al., 2012).

Os focos necréticos também sdo uma das caracteristicas
histopatol6gicas mais marcantes desse tipo de tumor. Dois tipos de
necrose sdo tipicamente encontrados nos tecidos tumorais. O primeiro
consiste em grandes areas de necrose na area central do tumor,
resultantes do fornecimento sanguineo insuficiente em todos o0s
glioblastomas primarios. O outro tipo contém pequenos focos necroticos
de forma irregular observados em glioblastomas primarios e
secundarios. O aumento da malignidade desses tumores é proporcional a
presenca de areas necroticas (RAZA et al., 2002; URBANSKA et al.,
2014).

Recentemente, a OMS apresentou uma nova forma de
classificacdo, onde o GBM é subdividido de acordo com a expressao da
Isocitrato desidrogenase (IDH) - enzima do ciclo do acido tricarboxilico
gue catalisa a descarboxilagdo oxidativa do isocitrato em a-
cetoglutarato, com subsequente liberacdo de NADPH/NADH. Mutacbes
na IDH ocorrem no inicio da gliomagénese, alterando a funcéo da
enzima, fazendo com que ela produza 2-hidroxil-glutarato e ndo produza
NADPH. Entretanto, como a mutagdo IDH contribui para a
transformacdo oncogénica, continua a ser controversa (COHEN et al.,
2013).

Em relacdo a essa nova classificacdo, os GBMs se dividem em:
(1) GBM, IDH-wildtype (cerca de 90 % dos casos), correspondendo aos
casos mais frequentes de tumor primario ou de novo, sendo
predominante em pacientes com mais de 55 anos de idade; (2) GBM,
IDH-mutante (cerca de 10 % dos casos), correspondente a tumores
secundarios que surgem em pacientes mais jovens; e (3) GBM, NOS
(Not Otherwise Specified), reservado para 0s tumores nos quais a
avaliacdo completa do IDH ndo pode ser realizada (LOUIS et al., 2016).

Os GBMs também podem ser classificados por alteracdes
cromossdmicas, genéticas e epigenéticas complexas, que afetam uma
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variedade de genes supressores de tumor e proto-oncogenes
(DEIMILING et al.,, 2011). Devido a essas anormalidades génicas
apresentadas, somando-se a alteracdo do nimero de c6pias e no perfil de
expressao génica, é possivel classificar 0 GBM em quatro subtipos -
Proneural, Neural, Classico e Mesenquimal (VERHAAK et al., 2010).
Essas novas classificagdes podem ajudar futuramente no diagnostico e
consequentemente na escolha do tratamento adequado para o paciente,
pois ndo classifica apenas o tumor em GBM, mas também o subdivide
em relacdo as suas diferentes caracteristicas biologicas.

A terapia padrdo para o0 GBM, diagnosticado em estéagio inicial,
inclui resseccdo cirdrgica quando viavel (paciente com idade até 70 anos
e em boas condicbes gerais e neuroldgicas), associada a radioterapia e
quimioterapia (STUPP et al., 2005; LIN; KLEINBERG, 2008).

O quimioterapico mais comumente utilizado na clinica para o
tratamento do GBM é a Temozolomida (TMZ). Esse composto é um
agente alquilante que atravessa a barreira hematoencefalica (BCH) (c) e
em relacdo aos demais quimioterapicos, é o mais eficaz no tratamento
pra GBM, aumentando a sobrevida mediana dos pacientes (FRIEDMAN
et al., 2000; STUPP et al., 2005).

No entanto, apesar da existéncia desses tratamentos, a
sobrevivéncia por mais de 36 meses é alcancada por apenas 12 % dos
pacientes ap6s o diagnostico (SCHNEIDER et al., 2010). A baixa
sobrevida dos pacientes é devido ao fato do GBM possuir alta taxa de
progressao tumoral, pois suas células tém alta capacidade proliferativa,
migratdria, invasiva e de evasao a apoptose.

1.3  MIGRACAO E INVASAO CELULAR

Uma das caracteristicas mais marcantes do GBM é o seu
comportamento invasivo (DEMUTH; BERENS, 2004; PAW et al.,
2015). Estudos mostram que o tempo médio para a recidiva do GBM &
de aproximadamente 32 a 36 semanas ap6s o tratamento multimodal
inicial, e que os tumores reaparecem predominantemente a 1 ¢cm da
cavidade de resseccdo. Isto é devido principalmente ao fato de que, no
momento da cirurgia, as células da massa tumoral, por possuirem alta
capacidade migratdria ja invadiram o tecido peritumoral (HOU et al.,
2006).

Embora as células de GBM possuam caracteristicas invasivas,
raramente realizam metéastase. Todavia, quando ocorre, as células
migram pelo pelo liquido cefalorraquidiano ou sangue visando o bago,
pleura, pulmdo, linfonodos, figado, ossos, pancreas e intestino delgado
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(WALLACE et al., 1996; AL-RIKABI et al., 1997; JAMJOOM et al.,
1997; WIDJAJA et al., 2000; MUJIC et al., 2006; ROBERT; WASTIE,
2008; BIRBILIS et al., 2010; LUN et al., 2011).

A primeira hip6tese que discute o baixo potencial metastatico do
GBM, sugere que as células tumorais ndo fariam a metéstase devido a
presenca da barreira hematocefalica, pois a mesma impediria as células
tumorais de migrarem para fora do SNC e colonizarem outros tecidos.
Ja a segunda hipotese, considera o fato do GBM ser extremamente
agressivo acarretando ao paciente uma sobrevida muito baixa, levando-o
a Obito antes mesmo das células migrarem e se estabelecerem em outro
sistema (TYSNES; MAHESPARAN, 2001). Além disso, o cérebro ¢
desprovido de vasos linfaticos, entdo as metastases através deste
caminho sdo impossiveis (ROBERT; WASTIE, 2008).

Apesar de ndo causarem metastase, as células de GBM invadem
ativamente o cérebro, utilizando dois tipos de espagos extracelulares: o
espaco perivascular que é encontrado ao redor dos vasos sanguineos € o
espaco entre os neurbnios e as células da glia, que compdem o
parénquima cerebral e as fibras da massa branca (PAW et al., 2015).

Outra forma de invasdo tumoral é via liberacdo de glutamato.
Devido a sua localizacdo, os GBMs possuem uma limitacdo espacial ao
seu crescimento. Tal limitacdo parece ser contornada através da morte
do tecido peritumoral. Sugere-se que esta morte ocorra, em parte, pela
liberacdo de altas concentracGes de glutamato pelas células tumorais,
diminuindo a viabilidade das células sadias e por conseguinte abrindo
espaco e possibilitando a invasdo das células cancerigenas nos tecidos
sadios adjacentes (DE GROOT; SONTHEIMER, 2011; OLIVEIRA et
al., 2017).

Para que as células de GBM consigam realizar esse processo
migratorio, essas células tumorais devem sofrer uma transicao epitélio-
mesenquimal (TEM). A TEM consiste em um programa molecular que
permite que a célula passe por multiplas modifica¢des bioquimicas, para
atingir um fendtipo mesenquimal associado a migracdo, capacidade de
invasdo, aumento da resisténcia a apoptose e a secrecdo amplificada dos
componentes de matriz extracelular (MEC) (TURLEY et al., 2008).

Nesse processo, as células de tumores primarios perdem suas
caracteristicas basicas. Essas alteracdes incluem a perda da polaridade
apical-basal, o rompimento de juncBes célula-célula, jungbes de
ancoragem, desmossomos e filamentos de queratina, producdo de
metaloproteinases (MMPs) de MEC e outras proteases (MICALIZZI et
al., 2010). Durante esse processo também ocorre a baixa expressdo da
caderina endotelial (E-caderina) acompanhada pelo aumento da
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expressdo da caderina neural mesenquimal (N-caderina), resultando em
um "interruptor de caderina", alterando a adesdo celular e
consequentemente induzindo um carater invasivo nas células
(LAMOUILLE et al., 2014) (Figura 2).

Além de adquirirem a capacidade migratoria, as células de glioma
precisam invadir a barreira fisica da MEC. Essa ac¢do inicia-se através da
degradacdo das proteinas presentes na MEC pelas MPPs criando assim,
um caminho para a invasdo. Muitos estudos relataram o envolvimento e
a super expressdo das MMPs em varios tipos de células tumorais em
comparacgdo as células normais, incluindo células de glioma (TONN;
GOLDBRUNNER, 2003). Portanto, ndo é surpreendente que muitos dos
caminhos que promovem a invasdo de células de GBM também
reforcem a expressdo de varias MMPs (KOUL et al, 2001;
KUBIATOWSKI et al., 2001; LEE et al., 2013).

Embora a MEC seja uma barreira fisica que as células de glioma
devem atravessar, ela também fornece ligantes onde as células tumorais
podem ancorar, para que elas possam se locomover. Além dessas
interacdes fisicas, a MEC também interage quimicamente com células
de glioma. Varios estudos demonstraram que os tumores influenciam as
células do estroma préximas, causando reorganizacdo da estrutura e
composicdo da MEC. Essas mudancas na MEC favorecem ainda mais o
crescimento e invasdo de tumores (FRIEDL; ALEXANDER, 2011).

Apesar de existirem diversos tipos de tratamentos para 0 GBM, o
problema da recorréncia do tumor néo foi resolvido. Como 0 GBM ¢ tédo
invasivo, essas células tumorais podem se mover para o tecido cerebral
normal, onde escapam a cirurgia e/ou a terapia de radiacdo. Portanto,
existe uma necessidade urgente de desenvolver novas opgdes de
tratamento que possam suprimir a invasividade das células GBM.

Figura 2 - Diagrama conceitual da transicdo molecular, fenotipica e
comportamental de células submetidos a EMT
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Fonte: adaptado de Micalizzi et al (2010).
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1.4  ANGIOGENESE

Além da alta capacidade invasiva das células de GBM, uma das
razBes que rege a recidiva dessa neoplasia e um prognéstico ruim é a sua
natureza altamente angiogénica. Uma caracteristica patolégica dessa
neoplasia que a distingue de tumores de baixo grau de malignidade é a
proliferacdo microvascular, sendo esse tumor altamente vascularizado
(DAS; MARSDEN, 2013).

A angiogénese corresponde a formacdo de novos capilares a
partir de vasos sanguineos pré-existentes, caracterizando-se por um
processo complexo, dependente de varios fatores e proteinas
extracelulares mediadoras e responsaveis por muitos processos
fisiolégicos, como adaptacdo do tecido a hipdxia e manutencdo do
crescimento e da sobrevivéncia de células neoplasicas (FUS;
GORNICKA, 2016).

Na angiogénese fisiopatoldgica, um vaso sanguineo inicialmente
dilata, tornando-se mais permeavel. No local onde o estimulo pro-
angiogénico é mais forte, a membrana basal é degradada parcialmente,
por onde as células endoteliais migram para os tecidos circundantes.
Estas células entdo se agrupam, em uma estrutura tubular, formando um
limen, diferenciando-se e aderindo firmemente umas as outras, num
processo chamado tubulogénese (KURZ, 2000; BERGERS; SONG,
2005; GAO et al., 2008).

ApoOs esse processo, as células endoteliais proliferam na parede
vascular permitindo a ampliacdo do didmetro do vaso sanguineo e entéo
o capilar recém-formado é coberto por pericitos (KURZ, 2000;
BERGERS; SONG, 2005; GAO et al., 2008). No cérebro, os pericitos
desempenham um papel critico na regulagdo da funcdo dos vasos
sanguineos - eles controlam o fluxo sanguineo local, da permeabilidade
da BCH, e se comunicam diretamente com as células endoteliais através
de juncbes e sinais paracrinos sollveis (BERGERS; SONG, 2005;
WINKLER et al., 2011) (Figura 3).

Os principais fatores que regulam esse mecanismo séo o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento de
fibroblastos (FGF) (YANCOPOULOS, 2010; FUS; GORNICKA,
2016). Esses fatores interagem com glicosaminoglicanos e
proteoglicanos, como proteoglicanos de sulfato de heparana, presentes
na MEC, na lamina basal e em receptores de superficie celular,
regulando o crescimento, a proliferagéo, a migracao, a diferenciacéo e a
sobrevivéncia das células endoteliais e outros tipos celulares
(CHIPPERFIELD et al., 2002).
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A) Os vasos sanguineos surgem a partir de capilares preexistentes. b) Os
pericitos (verde) separam-se e 0s vasos sanguineos dilatam, antes da membrana
basal e matriz extracelular serem degradadas. C) As células endoteliais
(vermelho) migram para o espaco perivascular no sentido dos estimulos
angiogénicos d ) As células endoteliais proliferam e sdo guiadas pelos pericitos.
E ) As células endoteliais aderem umas as outras e criam um limen. Os vasos
sanguineos se fundirdo com outros brotos para construir novos sistemas
circulatorios. Pouco se sabe sobre este mecanismo de fuséo

Fonte: adaptado de Bergers et al (2005).

No estado fisioldgico, existe nos tecidos um equilibrio constante
entre os indutores enddgenos angiogénicos (fatores pré-angiogénicos) e
inibidores (fatores anti-angiogénicos). Nos tumores, quando o equilibrio
é rompido e desloca-se a favor dos fatores prd-angiogénicos, o chamado
interruptor angiogénico (angiogenesis switch) é ativado e uma nova
vasculatura comeca a se formar (FOLKMAN, 2000; HANAHAN;
WEINBERG, 2000; BERGERS; BENJAMIN, 2003).

O mecanismo mais conhecido de angiogénese tumoral (Figura 4)
¢ a germinacao capilar, onde ocorre o desenvolvimento de novos brotos
de capilares do tecido pré-existentes. Um tumor, geralmente, ndo pode
crescer mais do que alguns milimetros, a menos que o desenvolvimento
de um novo suprimento de vasos sanguineos seja induzido, de modo a
invadir e vascularizar a massa tumoral (BERGERS; BENJAMIN, 2003).
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Figura 4 - Mecanismo de Angiogenesis Tumoral
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Fonte: adaptado do Guia de pesquisa sobre Pesquisa do Cancer (TOCRIS,
2016).

Algumas vias tem sido descritas na formacdo de novos vasos
sanguineos em GBM. Uma dessas vias envolve a liberagdo do VEGF
pelas células hipdxicas tumorais, especialmente as do nicleo necrético,
gue estimulam a formacao de novos vasos sanguineos a partir de células
sadias do endotélio pré-existente, para que através desse processo as
células que se encontram no nucleo tumoral possam ter acesso a
nutrientes e oxigénio. Este processo pode incitar também a proliferacdo
de células endoteliais vasculares, células progenitoras endoteliais
derivadas da medula déssea ou através de células mesenquimatosas e
células tronco hematopoiéticas. Conjuntamente, ocorre a nova formacédo
dos vasos sanguineos através do recrutamento da circulacdo sistémica
para os tumores. Trabalhos recentes mostram que as células tronco de
glioma contribuem para a formacdo de vasos sanguineos do tumor por
se diferenciarem em células endoteliais ou em pericitos (SODA et al.,
2011; CHENG et al., 2013; DAS; MARSDEN, 2013) (Figura 5).
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Em relagdo a caracteristica da vascularizacdo do GBM, 0s vasos
recém desenvolvidos sdo morfologicamente semelhantes aos glomérulos
renais e suas células endoteliais sdo fenotipicamente diferentes das
células endoteliais normais, hiperplasticas e heterogéneas em tamanho e
forma. Multiplos corpos de Weibel-Palade, normalmente ausentes nas
células endoteliais do cérebro, podem ser encontrados nas células dos
vasos recém formados. A superficie destes vasos é coberta com uma
camada descontinua de pericitos, sem qualquer contato com os
processos de astrocitos (ROJIANI; DOROVINI-ZIS, 1996).

Figura 5 - Angiogenése em glioblastoma
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Uma interessante abordagem para o tratamento do GBM seria a
utilizacdo de drogas com agdo anti-angiogénica, inibindo, desta forma, a
distribuicdo de nutrientes no tumor e, consequentemente, impedindo o
crescimento, sobrevivéncia e acarretando a morte destas células através
da inducdo de apoptose.

1.5 APOPTOSE

Cada vez mais pesquisas vem focando na compreensdo dos
mecanismos moleculares pelos quais os gliomas se tornam resistentes a
tratamento atuais, para assim, desenvolver estratégias terapéuticas
inovadoras e mais eficazes. Uma série de evidéncias sugere que as
alteragdes nas vias apoptoticas nos gliomas sdo modificagdes
importantes da gliomagénese e ocasionam uma resposta ruim as
terapias. Varias vias que sdo conhecidas por estarem implicadas na
gliomagénese funcionam, pelo menos em parte, pela inibicdo da
apoptose (ZIEGLER et al., 2008).

A apoptose é uma via estreitamente regulada, multipasso,
responsavel pela morte celular ndo sé durante o desenvolvimento, mas
também em varios processos de organismos multicelulares adultos. Esse
mecanismo celular é tipicamente caracterizado pelo encolhimento
celular, condensacdo de cromatina, fragmentacdo nuclear e celular,
culminando na formagdo de corpos apoptéticos que serdo englobados
por células fagociticas vizinhas (COTTER, 2009).

A apoptose pode ocorrer através de trés vias alternativas: via
extrinseca, via intrinseca e via da Granzima B. A via extrinseca inicia-se
pela ativacdo das caspases (cysteine aspartyl-specific proteases)
envolvendo a ligacdo de ligantes extracelulares de morte (por exemplo,
FasL ou Fator de Necrose Tumoral-a. (TNFa)) a um receptor
transmembrana de morte, culminando na ativagdo de caspases que
promovem a prote6lise do substrato e a morte celular (CREAGH et al.,
2003).

Na via intrinseca, diversos estimulos que provocam o estresse ou
dano celular, ativam um ou mais membros da familia BH3 (BCL-2
homologous 3), permitindo a montagem dos oligdmeros BAK (BCL2
Antagonist/Killer), BAX (BCL2-associated X protein) nas membranas
externas mitocondriais. Estes oligdmeros permitem o efluxo de
proteinas (como o citocromo C) do espaco intermembranar da
mitocdndria para o citosol, promovendo a montagem do apoptossomo.
Em seguida, ocorre a ativagdo da Caspase-9, resultando em uma cascata
proteolitica (CREAGH et al., 2003; TAYLOR et al., 2008).
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A terceira via ativadora da apoptose, via dependente de granzima
B, inicia-se com a entrada desta protease na célula alvo através de
granulos especializados que séo secretados pelos linfocitos T citotdxicos
(CTL) e células assassinas naturais (NK). A granzima B, semelhante as
caspases, também cliva os seus substratos e pode também ativar a BID
(BH3-interacting domain death agonist), caspases-3 e 7 para iniciar a
apoptose (BROWNE et al., 2000) (Figura 6).

Figura 6 - Representacdo das trés vias ativadoras de apoptose
1. Via extrinsica
3.Via Granzima 8 LI
Fasl/ TNFat

Membrana Plasmdtica  Perforina

EBK ;5‘ N:x

’ MA blM
O

Subfamilia
BCL 2

Cnpasc-ii‘:x‘o Caspase-7 < Caspase-3
Caspase ﬁ <~ Caspase-2
Caspase-8 < - Caspase-10

Fonte: adaptado de Taylor e colaboradores (2008).
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Um corpo humano adulto gera cerca de milhares de células por
dia, e, como consequéncia, um ndmero igual de células deve morrer por
apoptose para manter a homeostase tecidual. Portanto, a desregulagdo da
apoptose pode eventualmente conduzir a um acumulo de células vivas
defeituosas ou senis, induzindo a formacdo e/ou expansdo de uma
neoplasia (COTTER, 2009).

Por conseguinte, uma caracteristica essencial para a progressao
tumoral é a inibicdo do mecanismo de apoptose (IGNEY; KRAMMER,
2002). Considerando que a expressdao de proteinas anti-apoptdticas €
uma importante salvaguarda fisiolégica para prevenir a destruicdo
celular, essas proteinas desempenham um papel patolégico em muitas
doencas malignas (DEBATIN, 2004).

Semelhante a outros tipos de cancer, as vias essenciais que
regulam a apoptose também sdo interrompidas em gliomas malignos,
como por exemplo, os mecanismos de controle do ciclo celular
regulados pela proteina p53 (STEINBACH; WELLER, 2004), alta
expressdo de proteinas anti-apoptéticas (Bcl-2) (KRAJEWSKI et al.,
1997), baixa expressdo de proteinas pro-apoptéticas (Bax) e elevados
niveis de expressdo de proteinas inibitdrias de apoptose (IAP). Estes
fatores resultam na inativacdo de caspases pelas células de glioma, em
resposta a estimulos apoptéticos.

Em vista disso, a ativacdo da via da apoptose € um mecanismo
chave pelo qual os farmacos citotoxicos e a radiacdo eliminam células
tumorais. Os agentes que visam 0 caminho apoptético demonstraram ter
um efeito anticancerigeno em uma ampla gama de neoplasias malignas,
e muitas dessas novas terapias sdo aprovadas nos ensaios clinicos
(DEBATIN, 2004). Como tal, a atencdo crescente se concentra no
desenvolvimento de estratégias terapéuticas que especificamente
direcionam a via apoptética em gliomas para assim melhorar as
respostas ao tratamento do paciente (ZIEGLER et al., 2008).

Recentemente varios estudos averiguam a possibilidade de incluir
compostos naturais como forma de tratamento antitumoral,
especialmente aqueles provenientes da alimentacdo diaria. Um desses
compostos estudados, por exemplo, é a Fucoxantina.

1.6 FUCOXANTINA

Pesquisas epidemioldgicas demonstraram que a baixa incidéncia
de cancer em determinadas regides, pode estar relacionada ao consumo
de diversos alimentos organicos e naturais. Muitos compostos de
diferentes origens, como plantas terrestres, fontes marinhas e
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microbianas, possuem diversos efeitos terapéuticos. Dentre esses trés
tipos de fontes destaca-se a marinha, pois a diversidade da vida marinha
€ mais variada do que outras duas. Fitonutrientes, que incluem os
pigmentos carotendides amarelos, laranjas e vermelhos estdo sendo
recentemente investigados. Estudos demonstram que a ingestdo desses
tipos de carotendides dietéticos, especialmente provenientes de frutas e
vegetais, esta correlacionado a um risco reduzido de cancer (POTTER,
1997; WARGOVICH, 1997, EASTWOOD, 1999; TANAKA et al.,
2012).

A Fucoxantina (Fx) € um carotendide encontrado em macro
(faedfitas) e micro algas (e.g., bacillariofitas, bolidofitas, crysofitas,
silicoflagellados, pinguiofitas) (PENG et al., 2011), e € um dos mais
abundantes da natureza, contribuindo em cerca de 10 % da reserva total
do planeta (DEMBITSKY et al., 2007). Além disso, é o principal
pigmento responsavel por gerar a cor caracteristica das algas marrons
(DORAZIO et al., 2012).

Esse carotendide possui uma estrutura molecular Unica (Figura 7)
devido a uma ligagdo alénica, 5,6-mono-epdxido e 9 ligagdes duplas
conjugadas (YAN et al., 1999). A ligacdo alénica é caracteristica dessa
molécula, pois ndo esta presente em mais nenhum carotendide das algas
marrons (ASAI et al., 2004).

Figura 7 - Estrutura quimica da fucoxantina

Fonte: adaptado de Martin et al (2015).

Vem especulando-se que uma das razbes para elevada
longevidade de certas populagdes ocidentais é devido ao consumo
regular de algas marinhas, como por exemplo, as algas marrons como
wakame (Undaria pinnatifida) e kombu (Laminaria japonica),
principais fontes de Fx nos alimentos (SHO, 2001).

Essa molécula exerce inimeras funcdes bioldgicas como,
atividades anti-oxidantes, antidiabéticas (MAEDA et al., 2007),
antimutagénicas (NISHINO et al., 2002), anti-inflamatérias (KIM et al.,
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2010), antiobesidade (JEON et al., 2010) e anticancerigenas (LIU et al.,
2016).

Estudos in vitro demonstram que a Fx induz apoptose e inibe o
crescimento em vérias linhagens celulares cancerigenas incluindo
linhagem de leucemia promielocitica humana (PENG et al., 2011),
carcinoma de c6lon humano (HOSOKAWA et al., 2004), cancer de
pulmdo (MOREAU et al., 2006), cancer de prostata (KOTAKE-NARA
et al., 2001), cancer de figado (DAS et al., 2008), adenocarcinoma
gastrico (ZHANG et al., 2015), neuroblastoma (OKUZUMI et al., 1990)
e recentemente em glioblastoma (LIU et al., 2016).

Além disso, a Fx é encontrada em diversos alimentos e ao ser
digerida é convertida em Fucoxantinol (Fxol), que também exerce efeito
supressor sobre as células cancerigenas ainda mais eficiente do que Fx,
in vivo (MARTIN, 2015).

Os efeitos anticancerigenos de Fx e Fxol sdo mediados através de
varios mecanismos, incluindo a inibicdo da proliferacdo, migracdo e
invasdo celular, inducdo de apoptose, e bloqueio do ciclo celular (Figura
8). No entanto, as concentragdes eficazes diferem entre os tumores, e 0s
mecanismos moleculares detalhados permanecem por ser elucidados
(MARTIN, 2015).

Porém, esse efeito citotoxico é apenas restrito para as células
tumorais. Pesquisadores japoneses realizaram estudos de toxicidade
utlilizando dosagens Unicas e repetidas de Fx para avaliar a seguranca
desse carotenoide in vivo, e em ambos 0s estudos a Fx ndo acarretou
nenhuma anormalidade ou fatalidade, e a aparéncia fisica dos ratos
permaneceu inalterada (BEPPU et al., 2009).

Desse modo, a Fx seria uma excelente forma alternativa de
tratamento para o0 GBM. Além de ser € um composto natural, Fx ndo
apresenta acéo citotoxica frente a células sadias e esta presente na dieta
de populacbes onde ha baixa incidéncia de GBM. Outra caracteristica
importante da Fx, é que a BHC é permeavel esse composto (XIANG et
al., 2017). Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas
celulares de GBM tratados com Fx.

Resseccdo cirlrgica, quimioterapia e radioterapia sdo 0s
tratamentos convencionais utilizados para o tratamento de gliomas. Na
maioria das vezes esses compostos sdo utilizados com intuito de
diminuir os niveis de mortalidade ocasionados por esse tipo de doenga.
No entanto, a utilizacdo somente desses tratamentos ndo tem diminuido
significativamente os niveis de recorréncia e/ou morbidade acarretados
por essa patologia, no qual a sobrevida dos pacientes diagnosticados €é
por volta de 12 a 15 meses devido a sua alta malignidade.
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Figura 8 - Efeitos anticancerigenos de Fucoxantina (Fx) e Fucoxantinol (Fxol)
de acordo com diferentes tipos de cancer e as vias moleculares mais importantes
envolvidas nas suas acOes. A eficiéncia Fx/Fxol contra qualquer tipo de cancer
foi igual em ambos 0s sexos.
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Fonte: adaptado de Martin (2015)

Assim, é essencial buscar tratamentos alternativos, mais eficazes
€ menos agressivos que possam impedir o desenvolvimento desses
tumores. A utilizagdo de compostos naturais, provenientes da
alimentacdo, como por exemplo, a Fucoxantina, € uma estratégia
promissora, sendo esse compostorelacionado a atividade antitumoral
gue por sua vez esta presente na alimentacdo diaria de regides onde ha
baixa taxa incidéncia de gliomas.

Até o presente estudo hd apenas um trabalho disponivel na
literatura demonstrando atividade antitumoral de Fucoxantina em
gliomas, embora este efeito tenha sido observado em outros tipos de
tumores. Logo, s80 necessdrios mais trabalhos que abordem e
destrinchem o potencial anti-tumorogénico da Fucoxantina em gliomas,
portanto tornando esse trabalho justificado.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos antitumorais e
citotéxicos da Fucoxantina (Fx) em células de glioblastoma humano
(GBM1).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a viabilidade das células de glioblastoma humano
(GBML) e de astrocitos murinos apds o tratamento com Fx;

e Analisar o efeito da Fx na proliferacdo das células GBM1;

e Analisar o potencial clonogénico e proliferativo das células
GBML apds o tratamento com Fx;

e  Determinar a migracdo das células GBM1 apds o tratamento
com Fx;

e Analisar a invasdo em Matrigel®das células GBM1 apds o
tratamento com Fx;

e Verificar o efeito pré-apoptdtico induzido pela Fx em
células GBM1,;

e Analisar alteracBes na morfologia, na ultraestrutura e na
superficie das células GBM1 ap0s exposicédo a Fx;

e  Quantificar os niveis de espécies reativas de oxigénio em
células GBM1 ap06s tratamento com FXx;

e  Medir o potencial de membrana mitocondrial e os niveis de
ATP das células GBM1 apds tratamento com Fx;

e Avaliar o potencial anti-angiogénico in vitro e ex vivo do
tratamento com Fx em GBM.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CULTURA PRIMARIA DE GLIOBLASTOMA HUMANO.

A amostra de glioblastoma multiforme (GBML) foi obtida através
de ressecc¢do cirdrgica realizada em paciente do hospital Celso Ramos,
em Floriandpolis, Santa Catarina. A amostra coletada por cirurgides foi
colocada em tubos conicos de 15ml contendo DMEM-F12 e 10% de
soro bovino fetal (SBF) e transportada para a Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC) para posterior processamento. Uma vez em
fluxo laminar, o fragmento de tumor foi dissecado com remogdo das
meninges cerebrais e vasos sanguineos. O tecido foi dissociado
mecanicamente com tripsina e auxilio de uma pipeta Pasteur. Entdo as
células foram lavadas com salina tamponada por fosfato (PBS) e
plaqueadas em garrafas de cultura de 25cm?, contendo DMEM-F12
acrescido de glicose (0,6%), glutamina (2mM), bicarbonato de sddio
(0,06%) e penicilina/estreptomicina (1U/1ug) e suplementado com 10%
de SBF. As células foram mantidas em estufa de atmosfera Umida
contendo 5% de CO; a 37°C. Todos os procedimentos e formularios de
autorizacao para obtencdo das amostras foram aprovados pelo comité de
ética de pesquisa com seres humanos da UFSC (CEPSH — 108.286).

3.2 CULTURA PRIMARIA DE ASTROCITOS CORTICAIS DE
RATOS

Como descrito por Mendes-de-Aguiar e colaboradores (2008),
apo6s a decapitacdo dos ratos Wistar neonatos (0-3 dias) o cortex foi
removido e foram retiradas as meninges. O tecido foi dissociado em
salina tamponada por fosfato (PBS) suplementada com glicose (0,6%),
centrifugado e plaqueado em placas de 24 pocos (3,5 x 10° células/poco)
em DMEM- F12 10% SBF. O meio de cultura foi trocado duas vezes
por semana. As analises bioquimicas foram realizadas cerca de 10 dias
apos o inicio das culturas, que foram mantidas a 37°C em atmosfera
Umida a 5% de CO2.

3.3 CULTURA DAS LINHAGENS CELULARES

A linhagem de células de glioblastoma humano A172 e murina
C6 foram cultivadas em DMEM F-12 acrescido de glutamina (2mM),
bicarbonato de sodio  (0,06%), penicilina/estreptomicina e
suplementadas com 10% de SBF.
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As células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECS)
foram gentilmente fornecidas pela Prof® DréTania Beatriz Creczynski
Pasa, do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, CCS/UFSC. As
HUVECs foram cultivadas em meio RPMI 1640, suplementado com
10% de SBF.

Todas as linhagens celulares foram cultivadas em frascos de
cultura de 25cm? a 37°C numa atmosfera humidificada a 5% de CO..
Quando 80% da confluéncia celular foi alcancada, as células foram
tripsinizadas e semeadas em placas de 24 e 96 pogos (1 x 10%
células/poco) para os experimentos.

3.4 FUCOXANTINA

A fucoxantina foi gentilmente cedida pelo Prof. Marcelo
Maraschin e a Me. Claudia Marlene Bauer, do Laboratério de
Morfogénese e Bioquimica Vegetal, departamento de Fitotecnia,
CCA/UFSC.

Para realizacdo da extracdo da fucoxantina primeiramente as
biomassas da espécie P. tricornutum, gentilmente fornecidas pelo Prof.
Roberto Bianchini Derner e Dr. Rafael Garcia Lopes, foram dissolvidas
utilizando solvente organico (MeOH). Apés, os extratos metanolicos
foram filtrados em suporte de celulose, sob vacuo e foram purificados
conforme Bauer (2016). Ao final das etapas de purificacdo foi obtido um
extrato com grau de pureza de 97%.

3.5 VIABILIDADE CELULAR

A avaliac8o do potencial citotdxico da Fx e a sua capacidade em
alterar a viabilidade em células de GBM e células sadias (astrécitos
murinos), foi realizada através do ensaio da reducdo do MTT ((3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazol brometo). O MTT é um sal de
tetrazolio sollvel em &gua, que é convertido a um formazana purpura
insollvel apds clivagem do anel de tetrazolio por desidrogenases
mitocondriais (Jacobsson, 1999).

Para realizacdo desse ensaio, as células tumorais GBM1, A172,
C6 e os astrocitos murinos foram semeados em placas de 96 pocos (1 X
10° células/poco), e apés a confluéncia (80%) foi realizado o tratamento
com diferentes concentragdes de Fx (10, 40, 70, 100 e 150uM) por 24
horas. Decorrido o tempo de tratamento, o0 meio de cultura foi removido
e as células incubadas com MTT (0,2mg/ml em PBS) por duas horas a
37°C. Ap6s o tempo de incubagdo, o MTT foi removido e os cristais de
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formazana reduzidos foram solubilizados pela adicdo de dimetil-
sufoxido (DMSO). Apds esse procedimento foramescolhidas as
concentracgOes ideais para dar a continuidade ao estudo. A viabilidade
celular foi proporcional a leitura da absorbancia, obtida em
espectrofotdbmetro (Multimode Reader Infinite M200 TECAN) em
comprimento de onda de 550nm.

3.6 ANALISE DA PROLIFERAGAO CELULAR

Para analisar o efeito de Fx na proliferacdo de GBM1 foi
realizado o teste imunocitoquimico de proliferacéo celular, Ki-67. Ki-67
é uma proteina nuclear que serve como marcador de proliferacdo pois
esta presente nas fases G1, S, G2 e M do ciclo celular.

Para realizacdo do experimento, primeiramente as células foram
cultivadas em laminulas estéreis (1 x 10° células/laminula)e apds a
confluéncia foram tratadas com 100uMde Fx por 24horas. Apés o
tempo de tratamento, as células foram fixadas com paraformaldeido
(PFA) 4% durante 20 minutos e incubadas com anticorpo Ki-67
(Millipore) durante a noite (1:500 a 4°C). Posteriomente, as células
foram incubadas com anticorpo secundario de IgG anti-rabbit
conjugado com Alexa Fluor-488 a temperatura ambiente durante 60
minutos (1:500; Abcam).

Por fim, o nucleo das células GBM1 foi corado com Hoechst
33258 (Spg/mL, Sigma) durante 10 minutos. Dez campos aleatdrios
foram fotografados utilizando o microscépio invertido Olympus 1X83, e
as células foram contadas. O numero de células positivas para Ki-67 foi
dividido pelo numéro de células totais coradas por Hoechst para
estabelecer a taxa de proliferacdo celular. Cada grupo teve trés
replicatas, e o experimento foi repetido trés vezes de forma
independente.

3.7 ANALISE DA CLONOGENICIDADE CELULAR

Para analisar o efeito da Fx sobre o potencial clonogénico e
replicativo de uma Unica célula GBM1, foi realizado o ensaio de
clonogenicidade (singlecell cloning by serial diluition). O ensaio
clonogénico é um método in vitro bem estabelecido que visa testar a
capacidade de sobrevivéncia e proliferatividade das células (FRANKEN
et al., 2006). Para tal, as células GBM1 foram semeadas em placas de 24
pocos (1 x 10* células/poco), e apds a confluéncia foram tratadas com
Fx (40, 70 e 100uM) por 24 horas. Posterior ao tratamento, as células



42

foram lavadas com PBS, tripsinizadas e contadas com auxilio da cAmara
de Neubauer. Em seguida, foi realizada uma diluicdo seriada das células
em DMEM-F12. Apo6s a diluicdo, foram semeadas aproximadamente 1
célula por poco (placa de 96 pogos) e as placas foram incubadas por 12
dias. Apos o periodo de incubacdo, foram tiradas fotos das placas com
auxilio do Microscopio Invertido Olympus 1X83 e realizado o ensaio de
viabilidade (MTT) paraa quantificacdo do nimero de clones. O nlimero
de clones foi proporcional a leitura da absorbancia, obtida em
espectrofotdbmetro (Multimode Reader Infinite M200 TECAN) em
comprimento de onda de 550nm.

3.8 MIGRAGAO CELULAR

Para avaliar o efeito da Fx na migracdo das células GBM1 foram
utilizados dois ensaios; scratch/woundhealing (DECAESTECKER,
2007) e 0 ensaio quimiotatico com Transwell®.

O primeiro ensaio baseia-se no monitoramento da migracao
celular na “cicatrizagdo” de uma “lacuna/ferida” artificial (scratch zero),
feita por uma ponteira de pipeta estéril, em uma monocamada
confluente de células (MENON et al., 2009).

Para realizacdo do ensaio as células GBML1, foram semeadas em
placas de 24 pocos, na densidade de 2 x 10°células por poco, cultivadas
a 5% de CO- a 37°C durante 24 horas em uma estufa. Apds, uma ferida
artificial (scratch) foi gerada na monocamada celular. Para realiza¢do do
scratch foi feito um risco em linha reta, na posi¢do vertical, no meio do
pog¢o, na monocamada de células, com auxilio de uma ponteira estéril de
200puL (Figura 9). Por conseguinte, as células foram incubadas com
meio DMEM-F12, na auséncia e presenca da Fx em diferentes
concentragBes (40, 70 e 100uM) por 24 horas. Posterior ao tempo de
tratamento, as células foram fixadas com PFA 4%, durante 20 minutos,
coradas com laranja de acridina e observadas no Microscépio Invertido
Olympus 1X83. Apos a fixacdo e coloracdo das células, os pocos foram
fotografados para quantificacdo (seis fotos por pog¢o ao longo do
arranhdo criado). Em seguida a largura de cada foto foi medida no
software ImageJ®. A medicdo foi feita horizontalmente do final da
borda de células de um lado para o outro do risco. Para a determinagéo
da largura inicial do scratch, foram utilizadas a medidas feitas nos pogos
do scratch zero, logo ap6s a realizacéo da ferida.



43

Figura 9 - Ensaio de wound healing

A. B. C. D.

Um risco é feito em em uma monocamada confluente de células (A) com
auxilio de uma ponteira (B). A area sem células € utlizada para medir a
largurado risco na pré-migracdo OH (C) e também para apds a migragdo das
células ao longo do risco(D).

Fonte: adaptado de Hulkover e Herber (2011).

O segundo experimento realizadopara analisar o efeito da Fx na
mobilidade das células GBML1 foi o ensaio quimiotatico de migracédo
Transwell®. Primeiramente, as células GBM1 foram tripsnizadas e
colocadas na parte superior do Transwell®, com ou sem Fx (40,70 e
100uM) e incubadas durante 10 minutos a 37°C e 5% de CO,, para que
as células se estabelecam no fundo do inserto. Posterior, foi colocada
uma solu¢do de DMEM-F12 mais SBF a 20% na parte inferior da placa
de 24 pogos, como quimioatraente (Figura 10). Apés 24 horas de
incubacdo, as células localizadas na parte superior do inserto, que ndo
migraram, foram retiradas com auxilio de uma haste flexivel de algodéo,
as células localizadas na parte inferiorda membrana do inserto foram
coradas com Hoescht (5pug/mL) durante 10 minutos e contadas num
Microscépio Invertido Olympus 1X83. O nimero de células que migrou
foi contado em 10 campos selecionados aleatoriamente de cada
membrana. Cada grupo teve trés repeticdes, e o experimento foi repetido
trés vezes de forma independente.
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Figura 10 - Esquema ensaio Transwell®
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A. C.

Um inserto é utilizado para estabelecer dois compartimentos em uma cavidade
(A); As celulas sdo adicionadas no compartimento superior (B); e migram
através da membrana (C); A migracdo celular ¢ medida pela contagem do
numero de células na parte inferior da membrana (D).

Fonte: adaptado de Hulkover e Herber (2011).

3.9 INVASAO CELULAR

Neste trabalho, foi avaliada a capacidade anti-invasiva da Fx em
células de GBM, pelo ensaio com placas/insertos Transwell® (Millipore
Corporation, Billerica, MA, EUA), no qual foram utilizados insertos
com filtros de policarbonato (tamanho do poro 8 um), recobertos por
Matrigel® (uma preparacéao solubilizada de membrana basal extraida do
sarcoma murino Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)), em placas de 24
pogos. Inicialmente o Matrigel® foi colocado na parte superior do
inserto e incubado por 1 hora para polimerizar. Apos, as células GBM1
foram semeadas em uma densidade de 2,5 x 10° no compartimento
apical do poco Transwell®, com ou sem tratamento com Fx (40, 70 e
100pM). No compartimento basolateral foi adicionado DMEM-F12
mais SBF 20% (quimiotaxia). As células foram incubadas por 24 horas
a 37°C e 5% CO;. Posteriormente, as células que ndo invadiram foram
removidas com o auxilio de umahaste flexivel de algoddo, e as células
que invadiram a membrana com Matrigel® e alcangcaram a parte inferior
da membrana do inserto (Cavidade 1) foram coradas com Hoescht
(5pug/mL) durante 10 minutos e contadas num microscépio invertido
Olympus 1X83. O numero de células que migrou foi contado em 10
campos selecionados aleatoriamente de cada membrana. Cada grupo
teve trés repetigdes, e o experimento foi repetido trés vezes de forma
independente.
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3.10 ANALISE DOS NiVEI§ INTRACELULARES DE ESPECIES
REATIVAS DE OXIGENIO (EROS)

Para a detec¢do dos niveis de EROS intracelulares foi utilizado o
componente permeavel nao fluorescente 2’—7’-diacetato
diclorofluoresceina (DCFH-DA). Esse reagente penetra na célula e €
hidrolisado por esterases intracelulares em diclorofluoresceina (DCFH),
gue permanece no interior da célula e emite fluorescéncia. Ap6s o
tratamento com 100uM de Fx por 6, 12 e 24 horas, o DCFH-DA (10
uM) foi adicionado, e as culturas incubadas por 30 minutos a 37°C.
Decorrido o tempo, as células foram lavadas com PBS. A fluorescéncia
foi medida em espectrofotbmetro (Multimode Reader Infinite M200
TECAN) com excitacdo de comprimento de onda de 485 nm e emisséo
de 520nm. Peroxido de Hidrogénio foi utilizado como controle positivo
para a sonda.

3.11 ANALISE DO EFEITO DA FUCOXANTINA NAS
MITOCONDRIAS DAS CELULAS GBM1

3.11.1 Andlise do potencial de membrana mitocondrial (A¥m)

Para analise doA¥m foi utilizada a sonda trimetilrodamina etil
éter (TMRE), a qual serve para rotular mitocondrias ativas. TMRE é um
corante vermelho-laranja e um permeante celular que facilmente se
acumula nas mitocondrias ativas. Devido a sua carga negativa,
mitocdndrias despolarizadas ou inativas tém uma diminuicdo do seu
potencial de membrana e ndo conseguem sequestrar TMRE. Portanto,
guando as mitocdndrias sdo danificadas, o AYm diminui e
consequentemente a fluorescéncia da sonda diminui também. Ap6s o
tratamento com 100uM de Fx por 24 horas, o meio de cultura foi
removido e as células foram incubadas durante 20 minutos a 37°C, CO>
a 5% com TMRE (50nM em PBS). Decorrido o tempo, as células foram
lavadas uma vez com PBS e a fluorescéncia foi analisada em
espectrofotdbmetro (Multimode Reader Infinite M200 TECAN) com
excitacdo de comprimento de onda de 550nm e emissdo de 590nm. Para
controle da sonda foi utilizado o FCCP (Carbonyl cyanide 4-
(trifluoromethoxy) phenylhydrazone), um protonéforo (H + ionéforo) e
desacoplador da fosforilagdo oxidativa em mitocOndrias, capaz de
despolarizar as membranas mitocondriais. O numero de fluorescencia
foi dividido pelo nimero de células correspondente a cada grupo.
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3.11.2 Quantificacéo dos niveis de ATP

O ensaio de Viabilidade Celular Luminescente CellTiter-Glo®
foi utilizado para quantificacdo indireta de ATP. Para realizacdo desse
ensaio, as células GBM1 foram semeadas em placas brancas de 96
pocos (1x10* células/pogo). Ap6s a confluéncia, as células foram
tratadas com 100uM de Fx por 24 horas. Passado o tempo de
tratamento, a placa foi retirada da incubadora e mantida a temperatura
ambiente durante 30 minutos antes da realizacdo do ensaio.
Posteriormente, o reagente CellTiter-Glo® foi adicionado e a placa
incubada em um agitador orbital durante 2 minutos. O sinal
luminescente foi estabilizado durante 10 minutos a temperatura
ambiente e a luminescéncia total registrada.

3.12 DETECGAO DE APOPTOSE E NECROSE: IODETO DE
PROPIDEO E ANEXINA

Para avaliacdo da ocorréncia de apoptose e necrose foi utilizado o
ensaio Anexina-V FITC (que se liga a fosfatidilserina externalizada) e
lodeto de Propidio (corando células com membranas comprometidas),
em citometria de fluxo.

Para isso, placas de 24 pocos foram semeadas com células
GBML1 na densidade 2,5 x 10° por poco, incubadas a 37°C em estufa de
5% de CO; por 24 horas até a confluéncia. Apds esse periodo, o meio foi
substituido por um novo meio sem ou com o acréscimo de 100uM de Fx
e as placas foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO; por
24horas. Ap6s o periodo do tratamento, as ceélulas GBM1 foram
tripsinizadas, centrifugadas e ressuspensas em PBS gelado, entdo
centrifugadas novamente e ressuspensas em tampdo de ligacdo 1X.
Apos, foram incubadas por 10 minutos, no escuro em temperatura
ambiente, com Anexina V-FITC e iodeto de propidio e analisadas em
citbmetro de fluxo FACS Canto Il. A analise dos dados obtidos foi feita
através do Flowing Software, de acordo com a Figura 11
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Figura 11 - Gréfico de pontos obtido em citometria de fluxo ap6s indugéo de
apoptose e marcagdo das células com Anexina VV-FITC e lodeto de Propideo
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Os quadrantes representam: Q1 — células mortas (Anexina V-, IP+); Q2 —

células em estagio de apoptose tardia (Anexina V+, IP+); Q3 — células ndo

apoptdticas ou viadveis (Anexina V-, IP-); Q4 — células em estagio iniciais de

apoptose (Anexina V+, IP-).

Fonte: adaptado de Matsura e colaboradores (2002).

3.13 ANALISE DO EFEITO DA FUCOXANTINA NA
MORFOLOGIA, SUPERFICIE E NA ULTRAESTRURA DAS
CELULAS GBM

3.13.1 Andlise do nucleo celular por coloragdo com Hoechst

Alteraces morfologicas do nicleo das células GBM1 ap6s o
tratamento com Fx foram detectadas utilizando a coloracdo de ndcleo
com Hoechst33258. Inicialmente, as células foram semeadas em
laminulas estéreis durante a noite e depois tratadas com Fx em
diferentes concentragdes (40, 70 e 100uM) durante 24 horas.
Posteriormente, as laminulas foram lavadas com PBS e fixadas com
PFA 4% durante 20 minutos. Em seguida, foram incubadas com o
corante nuclear Hoechst durante 15 minutos, lavadas com PBS e
montadas em laminas. O Microscépio Invertido Olympus 1X83 foi
usado para capturar imagens usando um comprimento de onda de
excitacao de 340nm.
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3.13.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Para analisar e observar o efeito da Fx na morfologia ¢ na
superficie celular,foi utilizada a microscopia eletrénica de varredura
(MEV).

Todo o preparo das amostras foi realizado com o auxilio da Dr2.
Carmen Simioni, no Laboratério de Biologia Celular Vegetal (BEG,
CCB, UFSC). Primeiramente, as células GBM1 foram semeadas em
laminulas durante a noite e expostas a 100uM de Fx por 24 horas. Apds
a incubacao, as células foram fixadas com PFA 4% durante 20 minutos
e pos-fixadas com Tetroxido de Osmio 1%, durante 2 horas.
Posteriormente, as células foram lavadas em tampéo de cacodilato 0,1 M
e desidratadas em uma série graduada de acetona (30, 50, 70, 90, 100%)
durante 10 minutos. Apos esse processamento, as laminulas contendo as
células foram presas em cima dos sutbs usando fita de carbono de dupla
face e depois foram secadas utilizando a técnica de ponto critico em um
secador de ponto critico (CPD-030, BAL-TEC Co.). Em seguida, as
laminulas nos stubs foram revestidas com ouro em um revestidor de
pulverizacdo ibnica (SCD-005, BAL-TEC Co.), analisados e
fotografados no microscépio de varredura JEOL JSM- 6390 LV
(Laboratério Central de Microscopia Eletronica, UFSC).

3.13.3 Microscopia Eletrdnica de Transmissao

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) foi utilizada para
a observacdo de caracteristicas ultraestruturais em células GBM1 ap6s a
exposicdo a Fx.

Todo o preparo das amostras foi realizado com o auxilio da Dr?
Carmen Simioni, no Laboratério de Biologia Celular Vegetal (BEG,
CCB, UFSC). Inicialmente, as células foram plaqueadas em frascos,
apos a confluéncia foram tratadas com 100uM de Fx durante 24 horas.
Posteriormente, as células GBM1 foram fixadas com PFA 15% e
glutaraldeido 2,5% em tampéo de cacodilato de sédio 0,1M (pH 7,2-7,4)
durante 24 horas. As suspens@es celulares foram entdo enxaguadas trés
vezes com tamp&o de cacodilato e p6s-fixadas com Tetroxido de Osmio
1% em tampdo de cacodilato de sodio 1M durante 2 horas. As células
foram desidratadas em uma série graduada em acetona e infiltradas com
resina Spurr. Secc¢des ultrafinas (80nm) foram montadas nos grids de
cobre, secadas a temperatura ambiente, coradas com 2,0% de acetato de
uranila durante 15 minutos e contrastadas com citrato de chumbo
durante 15 minutos. As sec¢fes foram examinadas e as imagens foram
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tiradas usando o microscépio eletrénico de transmissdo JOEL JEM
2100F (Laboratério Central de Microscopia Eletronica, UFSC).

3.14 AVALIAGCAO DO EFEITO ANTI-ANGIOGENICO DA
FUCOXANTINA

3.14.1 Ensaio de Tubulogénese

O ensaio de formacdo de estruturas semelhantes a tubos foi
adaptado de Liao e colaboradores (2003), para investigar o efeito da Fx
na angiogénese in vitro.

Primeiramente, uma placa de 96 pogos foi coberta com 50ul de
Matrigel® liquido, a qual foi colocada na estufa para solidificar e
polimerizar a 37° C durante 1 hora.

As células HUVECs foram semeadas em uma densidade de 2,5 x
10° células por poco, em 50ul de meio de cultura RPMI e mantidas duas
horas a 37°C. Apo6s, 100ul de meio condicionado das células tratadas ou
ndo com 100uM de Fx por 24 horas, foram adicionados no pogo. As
placas foram incubadas a 37°C com umidade e ar atmosférico
suplementado com 5% de CO., durante 16 horas, para que haja a
formag&o de uma rede intacta no grupo controle.

A andlise foi feita através da contagem das redes vasculares de
tubos semelhantes a vasos usando um microscopio de luz invertido. Os
pogos das placas de cultura foram fotografados e o nimero de redes
fechadas, formadas por estruturas semelhantes a tubos em cada
cavidade, foi determinado (média de trés diferentes campos contados em
cada poco). Os dados s&o expressos como 0 percentual do nimero de
tubos nos grupos tratados em relagéo aos ndo tratados (controle).

3.14.2 Ensaio de migracdo quimiotatica

Para analisar a acdo anti-angiogénica da Fx nas células tumorais
GBML1 foi utilizado um ensaio de migracdo quimiotética. Para este
ensaio, se utiliza uma cadmara de Transwell® com poros de 8um.

Um dia antes do experimento foi retirado o SBF das células
HUVECSs e mantido somente o meio RPMI. No dia seguinte as células
foram tripsinizadas e suspensas em meio RPMI a uma densidade de 1 x
10% células/ml, e colocadas na camara superior do Transwell®. A
camara inferior foi preenchida com o meio sobrenadante condicionado,
de células GBML1, tratadas com 100uM de Fx ou de células GBM1 nédo
tratadas. Apds 24 horas,as células que ndo migraram foram removidas
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com o auxilio de uma haste flexivel de algoddo. Ja as células que
estavam localizadas na parte inferior da membrana foram fixadas com
PFA 4% e coradas com Hoescht por 15 minutos e entdo observadas no
microscopio invertido de fluorescéncia.

A andlise foi feita através da contagem das células HUVECs que
migraram para a cavidade inferior usando um microscopio de
fluorescéncia invertido. A cavidade de baixo do Transwell® foi
fotografada (média de trés diferentes campos contados em cada pogo).
Os dados foram expressos como o percentual do nimero de células que
migaram nos grupos tratados em relagdo aos nédo tratados (controle).

3.14.3 Ensaio de angiogénese ex ovo por membrana vitelinica de
codorna

Utilizamos o ensaio de membrana vitelinica para avaliar a
atividade antiangiogénica in vivo da Fucoxantina em células GBM. Este
ensaio baseou-se no desenvolvimento do sistema vascular na membrana
vitelinica. Todo o ensaio foi realizado no Laborat6rio de Células Tronco
e Regeneracdo Tecidual (BEG, CCB, UFSC), com o auxilio do Prof. Dr.
Ricardo Castilho Garcez e o mestrando Gabriel da Silva Pescador.
Primeiramente, os ovos de codornas fertilizados (Coturnix coturnix
japénica) foram incubados a 38°C em uma incubadora humidificada de
ovos durante 2 dias. Apos o tempo de incubacéo, as cascas dos ovos
foram abertas e os embriGes retirados, etransferidos para uma placa de
12 pocos, permitindo assim, que 0s vasos sanguineos da membrana
vitelinica permanecessem voltados para cima. Em seguida, o papel filtro
embebido com o meio condicionado das células GBM1 tratadas com
100pM de Fx ou ndo (controle) foi colocado em cima da membrana
vitelinica do embrido, mais precisamente préximo a veia principal
direita. Apds, as placas foram colocadas numa incubadora humidificada
padrdo de cultura de células durante 24 horas, a 37°C. Posterior ao
tempo de incubacdo, os embrides e os capilares posicionados abaixo do
papel filtro foram fotografados com um estereomicroscopio M165FC
(Leica). Para a avaliagdo do efeito antiangiogénico foram contados 0s
vasos presentes embaixo do papel filtro e dividido pela area do papel.
Também foram quantificados 0s vasos que divergiam ao redor do papel
filtro.
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4  ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica foi realizada por analise de variancia de uma
via (ANOVA), seguida do teste t ou de Newman-Keuls, conforme o
caso. Os dados foram expressos como média e desvio padrédo. Foi
utilizado o software GraphPad Prism 4.0 e valores com p < 0,05
considerados significantes.
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5 RESULTADOS

5.1 FUCOXANTINA DIMINUI A VIABILIDADE DAS CELULAS
DE GLIOBLASTOMA.

Com o intuito de verificar a citotoxicidade do carotendide Fx em
células GBM1, foi realizada uma curva de concentracdo (10 a 150uM)
de Fx por 24 horas através do ensaio de MTT (Figura 12).

Em relacdo ao grafico (Figura 12A) pode-se observar que a Fx
apresentou atividade citotoxica em concentragdes acima de 70uM no
periodo de 24 horas, nas linhagens celulares de glioblastoma humano
(GBM1, A172) e de glioma de rato (C6).

O tratamento com 100 puM de Fx acarretou em diminuicdo de
cerca de 50% da viabilidade de todas as linhagens tumorais; GBM1
(65,97%); Al72 (42,28%) e C6 (50,23%). No entanto, a concentragdo
de 10 uM de Fx ocasionou aumento da viabilidade nas linhagens GBM1
(32%) e A172 (12%).

Posteriormente, examinamos a acdo citotdxica da Fx em células
sadias, utilizando a cultura primaria de astrécitos murinos (Figura 12B).
Os resultados revelaram que o tratamento com 10uM de Fx aumentou
significativamente a viabilidade (23%) dos astrdcitos.Porém, no grupo
de astrocitos tratados com 150uM de Fx ocorreu diminuicdo
significativa de 40% da viabilidade celular comparando ao grupo
controle. O grupo DMSO (veiculo) ndo alterou a viabilidade em
nenhuma das linhagens testadas.

Com intuito de reforgar os resultados acima, apds o tratamento
com Fx (70, 100 e 150uM ) por 24 horas, os astrocitos murinos e as
células GBM1 foram coradas com Hoechst e contadas (Figura 13).

De acordo com os resultados obtidos, constatamos que 0 nimero
de células GBM1, quando tratadas com 100 e 150uM de Fx, diminuiu
em relacdo ao grupo controle (Figura 13A) . Em relacdo aos astroctios
murinos, ocorreu diminuicdo do ndmero de células apenas no grupo
tratado com 150uM de Fx. Fx (40 e 70uM) ndo promoveu diminui¢ao
significativa na viabilidade de astrocitos murinos (Figura 13B).

Esses dados indicam que concentragdes menores que 100uM de
Fx foram exclusivamente citotoxicas em células de glioblastoma, néo
prejudicando células saudaveis. Sendo assim, para 0s experimentos
subsequentes, apenas a cultura primaria de GBML1 e as concentracfes de
40, 70 e 100pM de Fx foram testadas, excluindo a concentragdo de
150pM, a qual também foi toxica para células saudaveis.
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Figura 12 - Fucoxantina diminui a viabilidade das células de glioblastoma
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(A) As células GBM1, Al72, C6 e (B) astrécitos murinos, apés atingirem
confluéncia, foram tratadas com diferentes concentracfes de Fx (10 a 150uM) e
apos 24 horas foi realizado o ensaio de MTT. Os controles foram incubados
com meio de cultura pelo mesmo periodo do tratamento. Dados foram expressos
como média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. ***p < 0,001;
*p < 0,05 representando diferenca significativa em comparacdo ao grupo
controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Newman Keuls).

Fonte: elaboragdo da autora (2017).
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Figura 13 - Tratamento com Fucoxantina diminui o nimero de células GBM1
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A) Os astrocitos (B) e as células GBM-1, apds atingirem confluéncia, foram
tratados com diferentes concentracfes de Fx (70 a 150uM) e apds 24 horas
foram coradas com Hoechst. Os controles foram incubados com meio de cultura
pelo mesmo periodo do tratamento. (C) Imagem representativa das células
tratadas e ndo tratadas coradas com Hoescht. Dados foram expressos como
média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. ***p < 0,001; *p <
0,05 representando diferenca significativa em comparagdo ao grupo controle
(ANOVA de uma via seguida pelo teste de Newman Keuls).

Fonte: elaboracgdo da autora (2017).
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52 FUCOXANTINA INIBE A PROLIFERAGCAO DAS CELULAS
DE GLIOBLASTOMA HUMANO

Para investigar o envolvimento e a acdo da Fx na proliferacdo e
progressao tumoral das células de GBM, foi realizado o teste de
proliferacdo celular Ki-67 (Figura 14).

Através deste ensaio avaliamos que o tratamento com 100uM de
Fx diminui o nimero de células GBM1 positivas para Ki-67 (45,02%),
guando comparado ao grupo controle. Isso indica que Fx promove
redugdo significativa na marcacdo de células em proliferacdo (Figura
14A).

A Figura 14B mostra imagens representativas da coloracdo de
células positivas Ki-67 (verde) e positivas para Hoechst (azul) nas
células tratadas com Fx e nas células controle.

5.3 FUCOXANTINA DIMINUIU O POTENCIAL
CLONOGENICO DAS CELULAS DE GLIOBLASTOMA
HUMANO

Para complementar a andlise na proliferacdo das células GBM1,
apos o tratamento com Fx foi avaliado também o potencial clonogénico
e replicativo de uma Unica célula através do ensaio clonogénico.

Ao analisar os resultados (Figura 15A), constatamos que 0S
grupos 70 e 100uM de Fx corresponderam aos menores valores de
absorbancia em relagdo ao grupo controle. Isto significa que o nimero
de clones no final do décimo segundo dia foi menor nos grupos expostos
a Fx do que no grupo controle.

Portanto, o tratamento com Fx diminui o potencial replicativo e
clonogénico das células GBM1.
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Figura 14 - Fucoxantina inibe a proliferacdo das células de glioblastoma
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(A) As células GBM1 foram semeadas em laminulas ao atingirem confluéncia
foram tratadas com 100uM Fx e ap6s 24 horas e foi realizado o ensaio de
proliferagdo Ki-67. Os controles foram incubados com meio de cultura pelo
mesmo periodo do tratamento. (B) Imagem representativa de células positivas
Ki-67 (verde) e positivas para Hoescht (azul) nas células tratadas com Fx e nas
células controle. O nimero de células positivas para Ki-67 foi dividido pelo
numero total de células correspondentes a cada grupo. Dados foram expressos
como média + desvio padrao de trés experimentos independentes. ***p < 0,001;
*p < 0,05 representando diferenca significativa em comparacdo ao grupo
controle. (ANOVA de uma via seguida pelo teste t-student)

Fonte: elaboracgdo da autora (2017).
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Figura 15 -Fucoxantina diminui o potencial clonogénico das células de
glioblastoma humano
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As células GBM1 foram semeadas em placas de 24 pogos e tratadas com
100uM por 24 horas, apés foi realizado o ensaio clonogénico. (A) Apds o
periodo de incubagdo (12 dias) foi realizado o ensaio de MTTOs controles
foram incubados com meio de cultura pelo mesmo periodo do tratamento. (B)
Imagem representativa das células GBM1 nos dias 2, 7 e 14 do tempo de
incubacdo. O nimero de células positivas para Ki-67 foi dividido pelo nimero
total de células correspondentes a cada grupo. Dados foram expressos como
média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. ***p < 0,001; *p <
0,05 representando diferenca significativa em comparagdo ao grupo controle
(ANOVA de uma via seguida pelo teste de Newman Keuls).

Fonte: elaboracéo da autora (2017).
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5.4  FUCOXANTINA DIMINUIU A MIGRAGAO CELULAR EM
GLIOBLASTOMA HUMANO

Para avaliar o efeito da Fx na migracdo das células de GBM,
realizamos o0s ensaios de Transwell e Wound Healing (cicatrizacdo de
feridas).

Através do teste deWound Healing (Figura 16A), observamos que
as células GBM1 tratadas com 40uM de Fx migraram mais lentamente
da borda do scratch em direcdo ao centro, em comparagdo as
célulascontrole. Porém, essa concentragdo ndo impediu totalmente a
migracao das células GBML1.

No entanto, o tratamento com Fx (70 e 100uM) impediu a
migragdo das células GBM1 em 24 horas pois, 0 comprimento do
scratch em 24 horas foi 0 mesmo comparado ao tempo 0.

A Figura 16 B mostra imagens representativas do scratch nos
tempos 0 e 24 horas nas concentra¢des de 40,70 ¢ 100uM de Fx. Para
melhor visualizagdo, as células GBM1 foram coradas com laranja de
acredina.

Resultados semelhantes foram obtidos a partir do ensaio de
migracdo Transwell® (Figura 16C). As células GBML1 tratadas com as
diferentes concentragdes de Fx (40, 70 ¢ 100uM) migraram menos em
comparacdo ao grupo controle. No grupo tratado com 100uM de Fx, o
numero de células que migrou através do inserto foi 70% menor, quando
comparado ao grupo controle. A Figura 16D mostra imagens
representativas da coloragdo de células positivas para Hoechst
nascélulas tratadas e ndo tratadas que migraram através do Transwell®,
indicando que a Fucoxantina impede a migracdo das células de GBM.
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Figura 16 - Fucoxantina diminuiu a migracéo celular em glioblastoma humano
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Figura 16 - Fucoxantina diminuiu a migrac&o celular em glioblastoma humano
(conclusao)

-
Fx 70uM Fx 100uM

(A) Ap6s a confluéncia as células de GBM1 em placas de 24 pocos, um risco
foi feito com uma ponteira de 200pl e as células foram tratadas com Fx 40,70 e
100uM por um periodo de 24 horas (B) Imagem representativa do scratch nos
tempos Oh e 24h; as células foram coradas com o corante laranja de acridina.
(C) Células GBM1 foram colocadas sobre o Transwell® e tratadas com Fx
40,70 e100uM por 24h (D) Imagem representativa das células coradas com Ho
que atravessaram o inserto. O grupo controle foi incubado com meio de cultura
pelo mesmo periodo. Dados foram expressos como média + desvio padrdo de
trés experimentos independentes. ***p < 0,001; *p < 0,05 representando
diferenca significativa em comparacdo ao grupo controle (ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Newman Keuls).

Fonte: elaboracgdo da autora (2017).

55 FUCOXANTINA DIMINUI A INVASAO DE CELULAS
GBM1

Para determinar o potencial anti-invasivo da Fx em células de
GBM, foi realizado o ensaio de invasdo usando Transwell® revestido
com Matrigel® (Figura 17).

Através deste experimento observamos que o tratamento com Fx
por 24 horas, diminuiu notavelmente o potencial invasivo das células
GBM1 no Matrigel®.
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O numero de células GBML1 que invadiram o matrigel quando
expostas a Fx 40, 70 e 100uM foi de, respectivamente, 84,8%, 87,2% e
90,3%, menor em comparacao ao grupo controle (Figura 17A).

A Figura 17B mostra imagens representativas da coloracdo de
células positivas de Hoechst nas células tratadas e ndo tratadas, que
migraram através do Transwell® revestido com Matrigel®.

Esses resultados indicam que Fx afetou significativamente a
mobilidade e a invasdo de células GBML.

56 FUCOXANTINA INDUZ APOPTOSE EM CELULAS DE
GLIOBLASTOMA HUMANO.

Para avaliar se o efeito citotoxico da Fx nas células de GBM
estava relacionado & indugdo de morte celular apoptética ou necrotica,
as células GBM1 foram expostas a 100uM de Fx por 24 horas e depois
examinadas por citometria de fluxo usando Anexina V-FITC e iodeto de
propideo.

Conforme mostrado na Figura 18A, o tratamento com Fx
aumentou significativamente o ndmero de células apoptéticas. A
porcentagem de células que sofreram apoptose (precoce ou tardia) apés
o tratamento com 100uM de Fx foi 46,5% superior em comparacdo ao
grupo controle. No entanto, a Fx ndo aumentou o0s niveis de
incorporacdo de IL.P., ou seja, de necrose, nas células GBM1
comparadoao controle.

Esses dados indicam que a Fx é capaz de induzir apenas apoptose
em células de glioblastoma e ndo necrose, o que é desejavel para uma
substancia antitumoral.



Figura 17 - Fucoxantina diminui a invaséo de células GBM1
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(A) Células GBM1 foram semeadas sobre o Transwell®coberto por Matrigel®e
tratadas com Fx 40, 70 e100uM por 24h (B) Imagem representativa das células
coradas com Hoescht que invadiram o Matrigel® e se localizavam na parte de baixo
do inserto. O grupo controle foi incubado com meio de cultura pelo mesmo periodo.
Dados foram expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes. ***p < 0,001; *p < 0,05 representando diferenca significativa em
comparagdo ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Newman
Keuls).

Fonte: elaboracgdo da autora (2017).
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Figura 18 - Fucoxantina induz apoptose em células de glioblastoma humano
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(A) As células GBM1 foram semeadas em placas de 24 pocos; ap6s confluéncia
foram tratadas com 100puM de Fx; decorrido o tempo de 24 horas, foi realizado
0 ensaio de citometria de fluxo. (B) Imagem dos Dot Plotsobtidos através da
andlise dos resultados. Os controles foram incubados com meio de cultura pelo
mesmo periodo do tratamento. Dados expressos como média +desvio padrao de
quatro experimentos independentes. ***p < 0,001 representando diferenca
significativa em comparacdo ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida
pelo teste de Newman Keuls).

Fonte: elaboragdo da autora (2017).
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5.7 FUCOXANTINA INDUZ CONDENSAGAO DO NUCLEO
CELULAR EFORMACAO DE CORPOS APOPTOTICOS EM
CELULA DO GLIOBLASTOMA.

O ensaio de coloracdo com Hoechstfoi realizado com intuito de
analisar a morfologia nuclear e determinar células apoptdticas apos o
tratamento com Fx.

Conforme mostrado na Figura 20A, no grupo controle, 0s nlcleos
celulares apresentaram forma regular e mostraram uma distribuicdo
uniforme e baixa densidade de fluorescéncia. No grupo de células
GBMI1 expostas a 100uM de Fx por 24 horas, os nucleos das células
apresentavam alta e concentrada densidade de fluorescéncia, e alteracdo
morfoldgica nuclear, como condensagdo e fragmentacdo de cromatina
(Figura 20B).

Além da coloragdo Hoechst, os efeitos apoptdticos da Fx em
células GBM1 também foram examinados morfologicamente através de
microscopia eletronica de varredura (MEV) e de transmissdo (MET).
Através da MEV, observou-se diferenca visivel na morfologia de células
ndo tratadas e de células tratadas com Fx. As células ndo tratadas
possuem area de superficie lisa, finita e rigida com boa integridade da
membrana celular (Figura 19C e E ). Em contraste, as células tratadas
com 100 uM de Fx exibiram diminuicdo significativa de tamanho e uma
deformacdo aparente, além de apresentarem corpos apoptoticos
(caracteristica de células em apoptose) (Figura 19 D, F, G e H). Foi
observado também, uma diminuicdo significativa da matriz extracelular
das células tratadas com Fx quando comparada com as células controle.

Posteriormente, a MET foi utilizada para observar alteragdes
ultraestruturais em células GBM1 apds o tratamento com Fx. Conforme
mostrado na Figura 20A, as células ndo tratadas exibiram uma
ultraestrutura de ndcleo normal com cromatina uniformemente
distribuida. Em contraste, apos o tratamento com 100uM de Fx, as
células GBM1 sofreram alterages ultraestruturais significativas, que
representam as caracteristicas morfoldgicas tipicas de apoptose, como
condensacdo de cromatina (Figura 20D), ocorréncia de vacuolos,
rompimentodas membranas mitocondriais (Figura 21B) e inchaco do
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) (Figura 20F). Esses dados
reforcam os resultados ja relatados nesse trabalho do efeito pro-
apoptético exercido pela Fx em células de GBM.
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Figura 19 - Fucoxantina induz a formacéo de corpos apopt6ticos em célula do
glioblastoma

‘\lb..;: < ;{“l\ﬂ’.‘ el 1
| AN VR

o
#10kY  X1,100 1Opm

10kV_ X2,500  10um k

(A; B) Apos confluéncia as células GBM1 foram tratadas com 100uM de Fx
por 24 horas, preparadas e visualizadas em microscopio de campo claro ou
eletrnico. (A) Imagem de campo claro de GMB1 controle e (B) GBML1 tratadas
com Fx. (C, E) Imagem de varredura da célula controle e em (D, F,G,H) das
células tratadas; (F,H) visualizagdo dos corpos apoptoticos das células tratadas
com Fx.

Fonte: elaboracéo da autora (2017).
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Figura 20 - Fucoxantina induz condensacdo do nucleo celular e estresse do RER
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Apo6s confluéncia, as células GBM1 foram tratadas com 100uM de Fx. Apds 24
horas, as células foram preparadas e visualizadas em microscopio de
fluorescéncia ou eletronico. (A) Imagem de microscopia de fluorescéncia do
nlcleo da célula GMB1 controle e em (B) do nucleo das células GBML1 tratadas
com Fx. (C) Imagem ultraestrutural do citoplasma da célula controle e em (D)
das células tratadas. As flechas pretas em indicam RER com sua estrutura
normal (E) e em (F) RER alterada (inchago).

Fonte: elaboragdo da autora (2017).
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5.8  FUCOXANTINA INDUZ A PERDA DO POTENCIAL DE _
MEMBRANA MITOCONDRIAL E DIMINUI A PRODUCAO
DE ATP EM CELULAS GBM1

As disfungbes mitocondriais sdo importantes causadoras da
cascata apoptoética. Desta forma, estudamos o efeito da Fx na
manutencdo do potencial de membrana mitocondrial (A¥m) da célula
GBML1.

As células GBM1 ndo tratadas resultaram na maxima
fluorescéncia de TMRE, refletindo mitocondrias funcionais intactas. O
tratamento com 100puM de Fx por 24 horas resultou em uma dissipacao
do A¥m, detectada por uma consequente diminui¢do da fluorescéncia
média (Figura 21C). A¥m foi reduzido 41,17% no grupo tratado com
Fx. Por conseguinte, esses dados mostraram que Fx promove alteracdes
no AYm.

Também analisamos indiretamente o funcionamento das
mitocdndriasdas células GBM1, quantificando os niveis de ATP. Apés o
tratamento com 100uM de Fx por 24horas, quantificamos os niveis de
ATP usando o ensaio CellTiter 96® AQueous One Solution (MTS)
(Figura 21D).

Em relagdo ao resultados, observamos que o tratamento com Fx
diminui os niveis de ATP em células GBM1 ao comparar com 0 grupo
controle. Os niveis de ATP reduziram 32,7%, 83,6% e 88,8% em células
expostas a 40,70 e 100uM de FX, respectivamente, quando comparadas
ao grupo controle.

Esses resultados corroboram com a hipétese de que a Fx estaria
interferindo no funcionamento das mitocondrias da GBM1, o que
poderia explicar a indugdo de apoptose nestas células.
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Figura 21 - Fucoxantina causa diminui¢do do potencial de membrana

mitocondrial e diminui a produgdo de ATP em células GBM1
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(A) Imagem de MET de mitocdndria das células controle e em (B) de células
tratadas com Fx (100uM). (C) Apods confluéncia, as células GBM1 foram
tratadas com Fx40, 70 e 100uM por 24 horas, quando foi realizado o ensaio
Celltiter. (D) Apo6s confluéncia, as células GBM1 foram tratadas com 100uM de
Fx e apds 24 horas foi realizado o ensaio TMRE. FCCP foi utilizado como
controle da sonda. Os controles foram incubados com meio de cultura pelo
mesmo periodo do tratamento. Os valores de fluorescéncia e luminescéncia
foram divididos pelo nimero total de células correspondente a cada grupo.
Dados expressos como média +desvio padrdo de trés experimentos
independentes. ***p < 0,0001 representando diferenca significativa em
comparagdo ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Newman Keuls).

Fonte: elaboragdo da autora (2017).
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59 FUCOXANTINA INDUZ AUMENTO DE ESPECIES
REATIVAS DE OXIGENIO EM CELULAS GBM1

Moléculas de EROs sdo fatores importantes para a regulacdo de
varias fungdes celulares. Em particular, a producdo excessiva de ROS
pode levar a morte celular através de apoptose (SIMON et al., 2000)

Assim, examinamos o efeito da Fx sobre 0 acimulo de EROs em
células GBML1 usando corante fluorescente, DCFDHA.

Conforme mostrado na Figura 22, ndo acorreu alteracdo dos
niveis de EROs ap0s o tratamento com 100uM de Fx por 12 e 24 horas,
comparado ao gurpo controle. Porém em 24 horas de tratamento com Fx
ocorreu diminuicdo da producdo de EROs nas células GBM1. Assim,
pode-se relatar que a Fx ndo teve efeito oxidante nas células GBM1 em
nenhum dos tempos de tratamento.

Figura 22 - Fucoxantina induz aumento de espécies reativas de oxigénio em
células GBM1
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(A) Células GBM1 foram semeadas em placas de 96 pogos e apds confluéncia
foi adicionado o meio com 100puM de Fx por 6, 12 e 24 horas, quando foi
realizado o ensaio DFCHDA. Dados foram expressos como média + desvio
padrdo de trés experimentos independentes. ***p < 0,001; *#$p < 0,05
representando diferenca significativa em comparacdo ao grupo controle
(ANOVA de uma via seguida pelo teste de Newman Keuls).

Fonte: elaboracgdo da autora (2017).




71

5.10 FUCOXANTINA INIBE A DIFERENCIAGCAO DE CELULAS
ENDOTELIAIS DE VEIA UMBILICAL HUMANA (HUVECS)

A angiogénese é um fator importante e estd frequentemente
alterada na progressdo tumoral. Assim, realizamos dois experimentos in
vitro utilizando as células HUVECs, que representam algumas fases da
resposta angiogénica inicial.

O efeito inibitério da Fx na migracdo quimiotatica de HUVECs
foi avaliado através de um ensaio utilizando Transwell (Figura 23). Em
relagdo ao gréfico, o tratamento de células GBM1 com Fx ndo impediu a
migracdo das HUVECs. A presenca da Fx nas concentragdes 40, 70 e
100uM ndo alterou o nimero de células HUVECs que migraram pelo
inserto quando comparado ao grupo controle.

Também realizamos o ensaio de formacdo de tubo endotelial
(tubulogénese) com HUVECs, experimento que representa a
diferenciacdo endotelial in vitro.

Conforme mostrado na Figura 24, o meio condicionado de células
GBMI1 expostas a Fx 100uM inibiu significativamente a tubulogénese.
Pode-se observar que no grupo controle ocorreu a formacao dos tubos,
porém no grupo exposto ao meio condicionado observa-se aglomerados
de células HUVECs em diversos locais sem nenhuma estrutura tubular
formada.Esses resultados indicam que o tratamento das células GBM1
com Fx ndo impediu a migracdo das células HUVECs, porém, inibiu a
diferenciacdo dessas células, consequentemente impedindo a
tubulogénese, demonstrando um efeito importante na angiogénese.
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Figura 23 - O meio condicionado de células de glioblastoma tratadas com
Fucoxantina ndo impede a migracéo das células HUVECs
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(A) Células GBM1 foram semeadas em placas de 24 pocos, ap6s confluéncia
foi adicionado o meio com Fx (40,70 e100uM) e ap6s foi colocadoo inserto
Transwell contendo as células HUVECS sobre as células GBM1 (B) Imagem
representativa das células coradas com Hoescht que migraram e se localizavam
na parte de baixo do inserto. O grupo controle foi incubado com meio de cultura
pelo mesmo periodo. Dados foram expressos como média + desvio padréo de
trés experimentos independentes. ***p < 0,001; *p < 0,05 representando
diferenca significativa em comparagdo ao grupo controle (ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Newman Keuls).

Fonte: elaboracdo da autora (2017).
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Figura 24 - O meio condicionado de células de glioblastoma tratadas com
Fucoxantina impede a tubulogénese das células HUVECs

NS

Células HUVECs foram semeadas em placas de 96 pogos recobertas com
Matrigel e tratadas com meio condicionado das células GBM1 tratadas com
100uM de Fx e ap6s 16 horas foram observadas no microscdpio de contraste de
fase (A, C) Imagem representativa dos tubos formados no grupo controle e em
(B, D) do grupo tratado com o meio condicionado. O grupo controle foi
incubado com meio de cultura pelo mesmo periodo.

Fonte: elaboracéo da autora (2017).



74
5.11 FUCOXANTINA INIBE A ANGIOGENESE IN VIVO

Para investigar a atividade antiangiogénica in vivo da Fx no GBM
humano, utilizamos oensaio de angiogénese ex ovo utilizando a
membrana vitelinica de codorna (Figura 25).

Analisando os dados obtidos (Figura 25A), quando comparamos
a area do filtro contendo o meio condicionado de células ndo tratadas
(controle) constatamos que ocorreu a diminui¢do na vascularizagdo da
membrana vitelinica apenas no grupo contendo o0 meio condicionadodas
células GBM1 tratadas com Fx. Entretanto, ndo houve diferenca entre o
nimero de vasos em relacdo a area do filtro quando comparados os
grupos controle, DMEM-F12 e FGF-.

Em relacdo a vascularizagdo circundante ao filtro (Figura 25B),
ocorreu diminui¢do do nimero vasos que divergiram do filtro apenas no
grupo contendo meio condicionado das células tratadas. Ndo houve
diferenca, novamente, entre os grupos controle, DMEM-F12 e FGF..

Estes resultados confirmam o potencial anti-angiogénico ex vivo
do tratamento com Fx em células GBM1.



75

Figura 25 - O meio condicionado de células de glioblastoma tratadas com
Fucoxantina inibe a angiogénese ex vivo
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Apos a realizagdo do ensaio de angiogénese, foram tiradas fotos das placas
contendo os embrides (C-F) e posteriormente foram (A) contados 0s vasos
presentes nos filtros de cada grupo e (B) contados os vasos que divergiam dos
filtros. (C) Imagem do embrido do grupo controle; (D) Imagem do embrido do
grupo DMEM-F12; (E) Imagem do embrido do grupo FGF2; (F) Imagem do
embrido do grupo meio condicionado das células tratadas com Fx. Todos os
filtros foram colocados na mesma posicdo na membrana vitelinica do
embrido.Dados foram expressos como média + desvio padrdo foram analisados
4 embrides para cada grupo. ***p < 0,001; *p < 0,05 representando diferenca
significativa em comparacdo ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida
pelo teste de Newman Keuls).

Fonte: elaboragdo da autora (2017).
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6 DISCUSSAO

Apesar dos avancos dos estudos relacionados a biologia
molecular, genética e celular dos gliomas, nenhum impacto significativo
foi feito para prevenir a letalidade desse tipo de tumor (DAVIS, 2016).
Por conseguinte, ha necessidade de mais estudos que envolvam
tratamentos alternativos, principalmente incluindo farmacos naturais que
melhorem a sobrevida e ndo sejam toxicos para o paciente acometido
por essa neoplasia.

Diversos medicamentos anticancerigenos eficazes foram
descobertos a partir de fontes naturais, como por exemplo fontes
marinhas (RENGARAJAN et al., 2013). Um deles é a Fucoxantina. A
Fx é um carotenoide natural biologicamente ativo, abundante em micro
e macroalgas que exibe diversas atividades bioldgicas, incluindo acdes
anti-tumorigenicas frente a diversas linhagens celulares cancerigenas e
mostra atividade sinérgica em combinacdo com drogas citotoxicas
estabelecidas. Isto aumenta a possibilidade da Fx se tornar um
interessante composto anticancerigeno em varios tipos de cancer (PENG
etal.,, 2011; TAKAICHI, 2011; MIKAMI; HOSOKAWA, 2013).

Um dos efeitos anti-cancerigenos exercido por esse carotendide é
a sua acdo citotdxica. Alguns estudos demonstram esses efeitos em
linhagens celulares tumorais.

Por exemplo, em linhagens celulares de céancer de coloretal
(Caco-2; HCTT116, DLD-1) e em cancer de pulmdo (A549, SPC-AL;
H460 e H1299), a Fx diminuiu significativamente a viabilidade dessas
linhagens celulares em concentracBes acima de 20uM em 24 horas; em
cancer de bexiga a Fx diminuiu a viabilidade das células tumorais em
concentracBes acima de 40uM por 24 horas. Em cancer de figado,
ocorreu a diminuigdo da viabilidade das células tumorais nas
concentracdes 25 e 50uM de Fx nos periodos de 24 e 48 horas. Em
neuroblastoma, a concentracdo citotéxica de Fx foi a partir de 10ug/ml
em 5 dias de tratamento e no caso de leucemia a viabilidade das
linhagens tumorais (HL-600; HP50-2 e Hp100-1) diminuiram a partir de
10uM de Fx em 24 horas (OKUZUMI et al., 1990; KOTAKE-NARA et
al., 2005; DAS et al., 2008; WANG et al., 2014; YE et al., 2014;
TAKAHASHI et al., 2015; COSTA et al., 2017), demonstrando que esse
efeito citotdxico da Fx varia em relacdo a concentracdo dentre 0s
diferentes tipos de tumores.

Contudo, a citotoxicidade da Fx foi exclusiva a células
neoplasicas. Diversos estudos relataram que o tratamento com Fx,
afetou pouco ou ndo afetouas células normais em relacdo as células
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tumorais. Indicando assim o efeito diferencial e focado da Fx em células
cancerigenas (SUGAWARA et al., 2002; MOREAU et al., 2006; LIU et
al., 2009; MATSUMOTO et al., 2010; YAMAMOTO et al., 2011).

Até o presente estudo era desconhecido o efeito da Fx em células
de cultura primaria de GBM e nas linhagens comerciais A172 e C6.
Portanto, nesse trabalho foi analisado o potencial citotoxico do
carotendide nessas células de GBM.

Em relacdo aos resultados obtidos nesse trabalho foi constatado
que, o carotendide marinho Fx, exibiu efeitos citotoxicos dependentes
da concentragdo nessas trés linhagens celulares de GBM. Ocorreu
diminuicdo da viabilidade das células tumorais a partir da concentragéo
de 70uM de Fx em 24 horas.

Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho de Liu e
colaboradores (2016) onde observaram que o tratamento com Fx
acarretou diminuicdo da viabilidade em linhagens comerciais de GBM
(U87 e U251) em concentragdes apartir de 50uM em 24 horas.

Nesse trabalho também foi analisado o efeito citotdxico da Fx
em comparacdo com o quimioterdpico TMZ, uma das drogas mais
amplamente utilizadas no tratamento do GBM. Constatando que, nos
grupos tratados com de 70 ¢ 100uM Fx, observou-se um maior efeito
citotdxico quando comparado a concentragdes similares de TMZ (Dados
n&o mostrados).

Além disso, essas concentragdes (70 e 100uM) ndo acarretaram
declinio na viabilidade dos astrécitos, realcando o efeito ndo citotoxico
da Fx, em células sadias.

Essa compilacdo de resultados foram considerados promissores
pois, além da Fx demonstrar melhor efeito citotdxico, em concentragdes
mais baixas, em relagdo a uma droga utilizada no tratamento de GBM,
essas mesmas concentracdes ndo foram prejudiciais a células sadias.
Com base nesse conjunto de resultados podemos considerar a FXx como
um possivel método de tratamento alternativo para 0 GBM.

A proliferacdo das células é normalmente determinado por sinais
extracelulares que controlam a expressdo génica e a regulacdo proteica
necesséria para a divisdo celular (SHERR; MCCORMICK, 2002). Em
contraste,  durante a  progressdo  tumoral, as  células
cancerigenasadquirem a capacidade de proliferar independentemente
dos sinais exdgenos ou inibidores de crescimento (MARTIN, 2003;
HAHN, 2004; DAS et al., 2005). Assim, o efeito anti-proliferativo de
compostos quimicos ou drogas é uma acdo desejavel para um agente
anti-tumoral.
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A respeito da acdo anti-proliferativa da Fx, varios estudos
mostraram que esse carotendide marinho exibiu potencial
antiproliferativo em diferentes tipos de carcinomas, incluindo cancer de
préstata (PC-3, DU145, LNCaP), leucemia (HL-60, HP50-2, HP100-1,
ATL), cancer de colo (HT- 29, caco-2, DLT-1, LS1174T), cancer de
figado (HepG2, S-Hep-1), cancer de bexiga urinaria (EJ-1), cancer
gastrico (MGC-803), cancer de mama (MCF-7) melanoma (B16F10) e
linfoma (PEL) de uma maneira dependente da dose. Esse efeito anti-
tumorigénico observado é principalmente devido a inducgéo da parada do
ciclo celular e regulacdo das proteinas envolvidas nesse processo
(KOTAKE-NARA et al., 2001; HOSOKAWA et al., 2004; ZHANG et
al., 2008; LIU et al., 2009; KIM; HEO; KANG, et al., 2010;
YAMAMOTO etal., 2011; YU et al., 2011; KIM et al., 2013).

Yu e coloboradores (2011) demonstraram que a fucoxantina
induziu efetivamente parada do ciclo celular na fase G2/M em células
MGC-803 de cancer gastrico sendo esse efeito provavelmente através da
regulacdo da survivina e a CiclinaB1 pela via JAK/STAT. Ja Ishikawa e
colaboradores (2008) constataram a diminui¢do da expressao de ciclina
D1, ciclina D2, CDK4, CDK®6 e clAP2 no tratamento com Fx em células
de leucemia.

Kim e colaboradores (2013) observaram que o tratamento com Fx
em células de melanoma (B16F10) induziu a parada do ciclo celular em
GO0/G1 e diminuiu os niveis de pRb, ciclina D1, ciclina D2 e CDK4 e
aumentou dos niveis de p15INK4B, p27KIP1. Satomi e Nishino (2009)
relataram que a Fx induziu a parada do ciclo na fase G1 em células
HepG2 e DU145; e Das et al. (2005) observaram paragem do ciclo
celular na fase GO/G1 em concentracBes mais baixas de Fx (20uM).

Analisando nosso resultados, constatamos que a Fx exibiu
atividade antiproliferativa na concentragdo de 100uM em 24 horas,
reduzindo 40% a proliferacdo de células de glioblastoma. Esse resultado
demonstranovamente que a concentragdo de 100uM de Fx parece ser
interessante para pesquisas futuras,pois exibe um potencial ndo somente
citotdxico como também antiproliferativo.

No entanto, 0 mecanismo e as vias responsaveis por esse efeito
anti-porliferativo da Fx, nas células GBM1, ainda deve ser elucidado,
para isso é necessario a realizacdo de outros experimentos, como analise
do ciclo celular por citometria e expressdo de proteinas ligadas a
regulacéo do ciclo celular (ciclinas e p53).

Apesar do efeito citotoxico expressivo da Fx (100uM) em células
de GBM mencionado acima, o tratamento com esse carotenoide nédo
acarreta na morte de todas as células de GBM1, pois cerca de 30% das
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células sobrevivem ao tratamento. Provavelmente essas células que
resistem ao tratamento sdo células tronco tumorais (CSCs). Esse tipo de
célula se encontra altamente presente no nicho celular que compde o
tumor, além de possuirem diversas caracteristicas de resisténcia a
farmacos, como por exemplo quiescéncia, morfologia especifica,
capacidade de reparo de DNA, superexpressao de proteinas
antiapoptoticas, de transportadores de efluxo de drogas e enzimas
desintoxicantes (ALTANER, 2008; BRADSHAW et al., 2016)

Uma das caracteristicas mais notaveis das CSCs é a capacidade
de autorrenovacdo e alto potencial replicativo (FEDR et al., 2013).
Alguns estudos avaliaram a atividade anti-clonogénica dos
algunscarotenoides.Haddad e colaboradores (2013), demonstraram que 0
tratamento com o carotenoide licopeno diminui o nimero de colbnias
das células AtT-20 (adenoma pituitario) em concentragdes de 5 e 10uM.
J& Lee e colaboradores (2013), revelaram que o B-caroteno diminuiu o
potencial clonogénico de células BE(2) C(neuroblastoma) em
concentracdes a partir de 5uM.

Porém, até o momento, ndo haviam trabalhos na literatura que
descrevam a atividade anti-clonogénica da Fx em células tumorais.
Através dos nossos resultados, constatamos que o tratamento com Fx
acarretou na diminuicdo do potencial proliferativo e do nimero de
clones das células GBML1. Isso indica um resultado promissor, pois, por
mais que o tratamento com Fx ndo seja eficiente em eliminar todas as
células, as células que restam acabam se proliferando menos e mais
lentamente, induzindo assim a diminuicéo da progresséo tumoral.

Além da alta capacidade proliferativa, 0 mau prognoéstico do
glioblastoma é devido a uma série de outros fatores. Um desses fatores é
a alta capacidade de invasdo que células tumorais possuem. Essa
elevada competéncia migratéria e invasiva do GBM ocasiona uma alta
taxa de recorrénciae resultam no aparecimento de lesGes multifocais,
subclinicas, reduzindo a eficiéncia das terapias convencionais
(SIEBZEHNRUBL et al., 2011; KIM et al., 2016).

A Fx demonstrou atividade anti-invasiva em algumas linhagens
cancerigenas. Chung e colaboradores (2013) estudaram o efeito da Fx
em células B16-F10 (melanoma murino metastatico) e na expressao de
MMP-2 e MMP-9. Estas MMPs sdo altamente expressas em células
tumorais e sdo responsaveis por degradar o colageno tipo IV durante a
invasdo do cancer. No estudo citado, o tratamento com Fx resultou na
diminuicédo da expressao e dos niveis de secre¢do de MMP-9 e diminuiu
a invasdo das células B16-F10. Além disso, o carotendide marinho
promoveu diminuicdo da mobilidade das células de melanoma,
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suprimindo a invasao de células no ensaio de invasdo de Transwell® e
migracao celular no ensaio de cicatrizagdo de feridas.

Todavia ndo ha estudos sobre o efeito anti-invasivo da Fx em
células de cultura primaria de glioblastoma. Através da andlise dos
nossos ensaios, observamos que as células expostas a Fx migraram
menos do que o grupo controle. Quanto ao potencial anti-invasivo da
Fx, nossos resultados mostraram que todas as concentracGes desse
carotenoide diminuiram o ndmero de células GBM1, que invadiram o
Matrigel®.

Resultados similares foram encontrados por Liu e colaboradores
(2016). Nesse trabalho, foi mostrado que o tratamento com 50uM de Fx
por 18 horas acarretou emm diminui¢cdo da invasdo e migragdo das
linhagens de glioblastoma U87 e U251, via inibicdo das moléculas
MMP2 e 9.

Assim sendo, esses resultados sugerem que a Fx tem efeito
inibitorio sobre a migracdo e a invasdo das células do glioblastoma. E
provavel que essa acdo inibitdria seja similar a acdo exercida nos outros
tipos de tumor, via regulacdo das proteinas MMPs. Porém para
comprovacdo dessa hipGtese é necessario a realizacdo de outros
experimentos como por exemplo,mensurar a expressdo dessas proteinas
apos o tratamento com Fx, através do western blotting.

Por possuir esse papel anti-invasivo e migratorio em células
cancerigenas a Fx pode ser uma valiosa alternativa de prevencdo da
metastase e da invasdo das células cancerigenas. Além da invasdo e
remodelacdo dos tecidos, a angiogénese é um fator importante e que
influencia na progressdo tumoral (FOLKMAN, 2000; NISHIDA et al.,
2006). Em geral, o crescimento tumoral é dependente do inicio de uma
nova vascularizagdo (LIOTTA et al., 1991; HANAHAN; FOLKMAN,
1996).

Estudos pré-clinicos demonstraram que os tumores induzem o
surgimento de novos vasos da vasculatura circundante (angiogénese
germinante) e que este processo € vital para o crescimento de tumores
além de 2 a 3mm em tamanho. Desse modo, a inibicdo da angiogénese
poderia suprimir o crescimento tumoral (FOLKMAN, 1972).

Uma caracteristica patolégica do glioblastoma multiforme que o
distingue de tumores gliais de grau inferior é a proliferacdo
microvascular. Em geral, os GBMs sdo altamente vascularizados (DAS;
MARSDEN, 2013).

Trabalhos anteriores mostram que muitos compostos derivados
do mar podem exercer efeitos inibitérios na formagéo de novos vasos in
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vitro, in vivo e ex vivo. No entanto, o efeito anti-angiogénico da Fx em
células tumorais ainda ndo havia sido estudado.

Os dados obtidos neste trabalho mostraram que a Fx néo
conseguiu prevenir a migracdo de células HUVEC na presenca de
células de glioblastoma. Isso indica, possivelmente, que esse
carotendide ndo impediu a liberacdo de fatores de crescimento pelas
células GBM1 no meio, entdo ndo impendido a atracdo das células
endoteliais. Ou, talvez, que a Fx ndo foi eficiente em quimioatrair as
células HUVEC. Por outro lado, o meio condicionado das células
GBM1 tratadas com Fx impediu a tubulogénese, logo, o tratamento de
células GBM1 com Fx poderia estar modulando a diferenciacdo das
células endoteliais.

Além disso, os resultados do ensaio anti-angiogénico in vivo
indicaram que o meio condicionado das células GBM1 tratadas com Fx
diminui a formagdo tanto a vascularizacdo quanto a ramificagdo da
membrana vitelinica da cordona.Entretanto, ndo podemos afirmar que os
efeitos anti-angiogénicos observados através do ensaio ex vivo foram
somente, pela falta de fatores angiogénicos no meio condicionado,
ocasionada pelo tratamento com a Fx, ou devido exclusivamente a
presenca da Fx nesse meio condicionado. No entanto, de qualquer
forma, a Fx estaria impedindo de uma maneira ou outra a formag&o de
NOVOS Vasos.

Através da compilacdo desses dados concluimos que o tratamento
com Fx em células de glioblastoma foi capaz de diminuir os processos
iniciais de angiogénese in vitro como a diferenciagdo de células
endoteliais e capaz de modular a angiogénese in vivo, embora ndo tenha
impedido a migracédo das células endoteliais (HUVECS).

Os resultados descritos acima corroboram com os dados obtidos
por Sugawara e colaboradores (2002). Esses pesquisadores investigaram
os efeitos anti-angiogénicos da Fx utilizando as células HUVECs e o
anel adrtico de ratos. No trabalho citado,Fx suprimiu significativamente
a diferenciacdo de células progenitoras em células endoteliais e a
formacdo de novos vasos sanguineos, reduzindo significativamente o
comprimento dos tubos de células endoteliais ndo apresentando
atividade significativa na quimiotaxia das células HUVEC.

Em nosso trabalho, o efeito anti-angiogénico exercido pela Fx
reforcou ainda mais os beneficios de utilizar a Fx como forma
alternativa de tratamento pra 0 GBM.Entretanto, as vias moleculares de
inibicdo da angiogénese mediada pela Fx ainda deve ser estudada, para
isso, alguns experimentos necessitam serem realizados, como analise da
expressao de proteinas e fatores angiogénicos ligados a esse processo.
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Outra caracteristica de resisténcia e agressividade do GBM ¢ a
capacidade de evasdo a apoptose (KRAKSTAD; CHEKENYA, 2010).
Este tipo de morte celular é o processo seletivo de delecdo celular
fisiolégica que regula o equilibrio entre a proliferacdo celular e a morte
celular. O fracasso da apoptose contribui em geral para o
desenvolvimento de doencas malignas. A inducdo da apoptose &
considerada uma estratégia atraente para a terapia do cancer (PUCCI et
al., 2000; GERL; VAUX, 2005). Recentemente varios estudos relataram
os efeitos anti-apoptoticos da Fx em varias linhagens celulares de
cancer.

Zhang e colaboradores (2008), observaram que 20uM de Fx
induziu significativamente a apoptose acompanhada por ativacdo de
caspase-3 em 72 horas em células de cancer de bexiga humana EJ-1.
Kim e colaboradores (2010) relataram que a Fx induziu apoptose
dependente de caspase ap06s geracdo de EROs e reducdo de BCL-XL em
células HL-60. Rwigemera e colaboradores (2015) relataram que tanto a
Fx quanto o Fxol (10-40uM) induziram apoptose dependente da caspase
em linhas celulares de cancer de mama humano MCF-7 e MDA-MB-
231. Liu e colaboradores (2016),constatou que a Fx (50uM) induziu
apoptose em uma linhagem comercial de glioblastoma (U87) através da
inibicdo da via de sinalizagdo PI3K / Akt / mTOR.

No entanto, os efeitos apoptoticos e necroticos da Fx em cultura
primaria de glioblastoma ainda ndo haviam sido estudados. Assim, neste
estudo investigamos o efeito da Fx na inducéo de apoptose e necrose em
células GBM.

Os dados deste trabalho mostraram que a Fx aumentou a
porcentagem de células apoptoticas GBM1 (40%) em relacdo ao grupo
controle. Essa proporcdo de morte celular foi semelhante & relatada no
teste de viabilidade, desta forma demonstrando que o papel citotéxico da
Fx seria principalmente através da inducdo da apoptose. Considerando
que o grupo de células tratadas com Fx tiveram a mesma porcentagem
de células necroéticas que o grupo controle, podemos afirmar que a Fx
ndo induziu necrose nas células tumorais. Esse efeito é considerado
positivo, pois a presenca de necrose em GBM é uma caracteristica
indesejavel, j& que este processo estimula a progressao tumoral.

A necrose demonstrou ser uma poderosa preditora ao mal
progndstico do paciente. Algumas observacdes clinicas sugerem que a
presenga de necrose acarreta em um impacto geral negativo sobre a
sobrevivéncia. Um estudo que avaliou a extensdo da necrose em
diversos pacientes com GBM, mostrou uma correlagdo inversamente
proporcional do grau de necrose com a sobrevivéncia do paciente. Além
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disso, sua presenca pode ocasionar a progressdo tumoral de um
astrocitoma maligno para GBM (LACROIX et al., 2001; RAZA et al.,
2002). Além de influenciar na progressao tumoral, durante a necrose,
em sua fase final, ocorre o0 extravasamento do material citoplasmatico,
ocasionando processos inflamatorios (ROCK; KONO, 2008). Para uma
paciente com GBM que ja possui sua salde debilitada, esse processo €
extremamente indesejavel, pois acarretaria na piora do estado desse
individuo.

Continuando a analise do efeito apoptético da Fx, observamos
através da microscopia eletronica de varredura que o tratamento com
esse carotendide induziu a condensacdo e heterocromatinizagdo do
nucleo das células GBM, encolhimento das células e a formacdo de
corpos apoptéticos. Esses resultados podem ser considerados um
indicativo qualitativo da agdo apoptética da Fx nas células tumorais,
pois essas determinadas caracteristicas e ultraestruturas sdo tipicas de
células apoptoticas. Observamos também que houve o aparecimento de
inchaco no RER nas células GBM1 ap6s o tratamento com Fx.

A principio, existem trés vias alternativas que iniciam a apoptose:
uma é mediada por receptores de morte na superficie celular, referida
como a "via extrinseca"; e a outra € mediada pela mitocondria
denominada como a via intrinseca e da Granzima B.

As mitocondrias desempenham um papel importante na regulagdo
do processo apoptético. Quando sinais de morte alcancam a
mitocOndria, levam ao colapso do potencial da membrana mitocondrial
interna (Ay), bem como a uma transi¢do da permeabilidade mitocondrial
(TPM) (LOEFFLER; KROEMER, 2000).

Ao mesmo tempo, a dgua do espago entre membranas passa para
a matriz mitocondrial, levando a ruptura da organela e consequente
liberacdo de proteinas pro-apoptoéticas citocromo c¢, AlF, para o
citoplasma iniciando a cascata apoptotica. Além da liberacdo de
moléculas pela mitocondria, a indugdo do Ay e TPM levam a perda da
homeostasia celular, interrompendo a sintese de ATP e aumentando a
producdo de EROs. O aumento nos niveis de EROs leva a oxidacdo de
lipidios, proteinas e &cidos nucléicos, aumentando o colapso do Ay
(GOTTLIEB et al., 2000; GREEN; KROEMER, 2004).

Dessa forma, com o intuito de avaliar por qual via o carotenoide
marinho estaria induzindo a apoptose, observada nos resultados
anteriores, analisamos integridade mitocondrial e os niveis de EROs nas
células GBM1 apds o tratamento com Fx.

Ao analisar os dados, detectamos que a Fx induziu a diminuicéo
do potencial da membrana mitocondrial, reduziu os niveis de ATP
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intracelular, levou a modificagdes na estrutura das mitocondrias
(rompimento das membranas mitocondriais) das células GBM porém
ndo induziu aumento de EROs. Supomos, assim, que a apoptose
induzida pela Fx em células GBML1 é através da via intrinseca mediada
pela reducdo do potencial da membrana mitocondrial.

Resultados semelhantes foram encontrados nos trabalhos de
Kotake-Nara e colaboradores (2001) e de Liu e colaboradores (2016).
No primeiro trabalho, os pesquisadores constataram que a apoptose
induzida por Fx em células HL-60 estava associada a uma perda de
potencial de membrana mitocondrial em estagio inicial, porém, néao
ocorreu aumento de ROS. No segundo, 0s cientistas também
constataram que a inducéo da apoptose mediada pela Fx em células U87
(modelo comercial de GBM) iniciou-se através da reducdo do potencial
de membrana mitcondrial acarretando a liberag¢&o do citocromo c.

Por conseguinte, a hip6tese que sugerimos para explicar esse
efeito, seria que a Fx, atravessaria a membrana plasmatica, causaria
diretamente a disfuncdo das mitocondrias ao acumular-se nas
membranas mitocondriais e estresse do RER, levando a redugéo do seu
potencial de membrana e induzindo a liberacédo dos fatores apoptoticos,
como o citocromo c. Essa suposicdo corrobora a discussdo e com 0s
dados obtidos no trabalho de Kotake-Nara e colaboradores (2001), onde
0s pesquisadores analisaram os efeitos na Fx em células de leucemia e
constataram que o efeito apoptético induzido por esse cartotenoide
estava ligado a reducdo do potencial de membrana mitocondrial e
relacionando esse efeito ao aprisionamento da Fx pelas células tumorais
e mitocondrias (células ficavam coradas de laranja, coloracdo tipica de
Fx).

Contudo, os mecanismos bioguimicos e moleculares da ac¢éo pro-
apoptética da Fx em células de cultura primaria de GBM, devem ser
estudados mais a fundo.

As descobertas feitas nesse trabalho demonstram que a Fx
revelou ser um potente indutor de apoptose, com propriedades anti-
proliferativas, de anti-invasdo e anti-angiogénicas em células de
glioblastoma priméario, sendo o primeiro estudo a trabalhar essas
questdes. Com base nestes achados, é tentador especular que a Fx
isolada ou em combinacdo com outros quimioterapicos convencionais
possa ser potencialmente Gtil no tratamento do glioblastoma. Porém, um
estudo mais aprofundado é necessario para elucidar os mecanismos
moleculares pelos quais a Fx exibe o potencial anti-cancerigeno, em
GBM e outros tipos tumorais.

MATRIZ
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7 CONCLUSAO

Por meio dos dados obtidos neste trabalho concluimos que:

e O tratamento com Fx diminuiu a viabilidade das células de
glioblastoma humano;

e Fx ndo apresentou atividade citotoxica em células sadias
(astrécitos murinos);

e A Fx diminuiu a proliferacdo celular das células GBM1;

e O tratamento com Fx diminuiu a migracdo e invasdo das
células GBM1;

e O tratamento com o Fx induziu apoptose nas células GBM1
possivelmente através da reducéo do potencial de membrana
mitocondrial e do estresse do RER.

e O tratamento das células GBM1 com Fx ndo alterou a
migracdo das células HUVECs porém, inibiu a diferenciacéo
dessa linhagem celular.

e O tratamento com Fx nas células GBM1 impediu a
angiogenesis in vivo.

Com base nestes achados, especulamos que a Fx per se pode ser
potencialmente eficaz e atil no tratamento para glioblastoma
multiforme. Porém estudos adicionais sao necessarios para elucidar os
mecanismos de acdo, moleculares e bioquimicos da Fx nas células de
GBM.

Perspectivas futuras desse trabalho seriam; aprofundar e
desvendar os mecanismos bioquimicos e moleculares, envolvidos nas
acOes anti-tumorais da fucoxantina, relatados nesse trabalho. Através de
ensaios moleculares como PCR, analisando a expressdo de genes
envolvidos nesses processos, e também ensaios de western blott para
quantificacdo das proteinas traduzidas por esse genes e principalmente
investigar a acgdo da Fucoxantina na matriz extracelular e seus
componentes, das células de glioblastoma humano.
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