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INTRODUCAO

O céncer é um grave problema de salde publica, considerada atualmente a segunda principal
causa de morte no mundo, 29,9% de incidéncia. Tratamentos convencionais: cirurgia, quimioterapia e
radioterapia propiciam complicacBes subsequentes pulmonares, cardiacas, urinarias e
musculoesqueléticas. Neoplasia Maligna Cavidade Oral (CID - 10 - C060), sendo 90% os Carcinomas
de Células Escamosas, estima-se 15.100 novos casos a cada ano no Brasil, mais de 40% de
mortalidade. Além do custo médio total para manejo terapéutico de baixa e alta intensidade do cancer
(R$ 370mi e R$ 1bi) pelo SUS. (INCA, 2023; FIOCRUZ, 2023; WANG, 2007).

As microalgas sdo grupos de microrganismos fotossintetizantes e fermentadores de féacil
cultivo em ambientes salinos e alcalinos. A Arthrospira platensis (A.p.), alga azul-esverdeada é uma
das espécies do grupo das cianobactéria, intercessao entre plantas verdes e bactérias fotossintetizantes.
Pertence a familia Cyanophyceae; rica fonte de proteinas, 70% da sua biomassa como
ficobiliproteinas, vitaminas E e B12, &cidos graxos como o &cido gama-linoleico e pigmentos como B-
caroteno (BORBA & FERREIRA, 2018; MAIA, 2018).

Destaca-se, entre elas, a Ficocianina (FC) purificada com efeitos antineoplasicos como agente
radioprotetor e terapéutico na ativacdo linfocitaria em resposta imunoldgica. Sua citotoxicidade
previne e inibe diferenciagdo e proliferacdo celular dose-dependente, baixo potencial agressor a célula
saudavel (AMBROSI et al., 2018; SBARDELOTTO, 2013).

Desenvolver, portanto, compostos naturais com FC como substrato aquoso extraido da A.p
para uso como antineoplasico de baixo custo (aquisicdo e extragdo), cultivo rapido e continuo, facil
administracdo e boa aceitacdo metabdlica, j& comprovada, torna-se alternativa valida para analisar
melhores métodos de extracdo e avaliar seu potencial anticancer in vitro na linhagem SCC-9 de
Carcinoma de Células Escamosas Orais (DERNER, 2006, CARLOS, 2020).

MATERIAIS E METODOS
Coleta da Biomassa

Arthrospira platensis (A.p.) obtidas da colegdo da Universidade do Texas serdo cultivadas em
meios padronizados (SCHLOSSER, 1982) em frascos de Erlenmeyers com capacidade de 400 mL,
aeracdo e iluminacdo constantes, concentragdo celular inicial de 50mg/L, temperatura 28 + 2 °C e
iluminancia de 45 + 5umol fétons m-2.s-1. Coleta da biomassa serd por filtagdo em malha 60pum, ao
fim da fase de crescimento exponencial, serd lavada com &gua destilada para remocdo do sal e
congelada (-20 = 2 °C por 24 h) para posterior extragdo da Ficocianina (FC). (LISBOA, 2015)
Métodos de Extracéo
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O primeiro método de extracdo foi de homogeneizagdo da biomassa em solucdo contendo
1,5% de CaCl2, agitacdo magnética 7000 rpm, em banho de gelo por 15 min. O segundo método, a
biomassa sera diluida em solugdo tampéo de fosfato de sodio, pH 7,4 e Sonicada a 40 kHz por 15 min.
Quantificacéo da Ficocianina Extraida
A concentracdo FC da Ficocianina sera definida pela leitura da absorbancia
Espectrofotdmetro 615 e 652nm e da determinacéo da biomassa:

Ag15—0,474XA m
FC = A61570474X 4657 (_9) 1)
5,34 ml

O grau de pureza do extrato de FC. PE = pureza do extrato; Abses = leitura da amostra a 615nm e
Abszgo = leitura da amostra a 280nm:
PE = As1s (2)

Azg0
O rendimento de FC para os diferentes métodos de extracdo foi calculado: R, rendimento (mg/g),
CF concentragdo de FC extraida (mg/mL); V volume do solvente (mL) e BD biomassa peso seco (9):
R (@) — CFV (3)
g BD
Ensaio Clonogénico

Para a realizacdo do experimento, 2x103 células foram incubadas com Ficocianina como
substrato da A. platensis em PBS 0,1M por 48h. As células séo retiradas dos pogos e incubadas em
placa de 24 pocos (100 células/poco). O meio foi trocado sem estimulo a cada trés dias por 14 dias.
Logo apds, as ceélulas serdo fixadas com metanol e acetona 1:1, lavadas com PBS 0,1M e coradas com
cristal violeta 1% para, finalmente, realizar a contagem manual das col6nias.

Analises Estatisticas

Realizou-se 3 experimentos independentes, em triplicata, cada ensaio o resultado expresso em
média £ erro padrdo da média (EPM) e analisada estatistica com o Test T ou a analise de variancia
(ANOVA) com pds-teste. Resultados significativos apresentaram p < 0,05. Os dados foram analisados
em programa GraphPad Prism versdo 9.5.1 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do apresentado quanto as possibilidades e fatores benéficos no uso da FC como
extrato da A.p., esperou-se comprovar efeitos positivos em sua aplicacdo como terapia antineoplasica.
Os resultados ndo s6 confirmam a literatura quanto ao método de Sonicacdo estabilizar a extracdo
proteica, mas traz rendimento e pureza acima do realizado em outros estudos de mesmo tampéo, sendo
a concentracdo FC, rendimento e pureza com CaCl2 por Sonicagdo o mais eficiente. Ademais, caso a
pureza, na razdo Abs®*°/Abs*°, for < 1, pode ser usado nas industrias de alimentos e cosméticos, se > 4
na indastria farmacéutica. Assim, os extratos obtidos neste trabalho podem ser utilizados para ambas
as industrias. (REIS et al., 1998; GUAN et al., 2016).

Tabela 1. Melhores resultados do processo de extracao da ficocianina de A. platensis em
diferentes métodos e solventes de extracdo com.

Tipo de (I\j/eletodo Concentragéo Rendimento Pureza
Solvente Extracio (mg/mL) (mg/qg) (As15/A2s0)
PBS 9,13 91,34 0,99
TRIS-HCL  Homogeneizagdo 7,54 75,39 0,75
CaCl, 4,13 41,26 1,50
CaCl; 18,50 184,98 4,08
TRIS-HCI Sonicacédo 13,65 136,54 2,81
PBS 6,84 68,36 2,95

Fonte: Proprio Autor, 2023.
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Entretanto para as etapas seguintes de investigacdo da viabilidade celular e avaliagdo do efeito
antineoplasico se utilizou do extrato obtido por homogeneizacdo no solvente PBS, pois ja foi
evidenciado por nosso grupo de pesquisa que tem baixa toxicidade em células mononucleares de
sangue periférico (PBMC) in vitro. Resultou em 100% de inibig&o nas células da linhagem SCC-9 nas
concentracgdes 41,83; 83,33 e 166,66ug/mL (IC50 de 26pug/mL).

CONSIDERACOES FINAIS

Assim, a possibilidades de ampliar terapéuticas alternativas de baixo custo e menor grau lesivo
no manejo terapéutico do Cancer no Brasil pode conduzir melhor prognéstico e qualidade de vida dos
pacientes. O processamento técnico e administrativo, a compra de materiais de uso Unico e continuo,
de substratos e células necessarias, foi suprido e bem aproveitado por equipe de alto rendimento,
alcancando resultados favoraveis aos objetivos propostos. Ademais, o vigente trabalho consolidou o
eixo de pesquisa cientifica e trouxe perspectivas comerciais futuras favoraveis na industria alimenticia
e farmacéutica a baixos custos.

PALAVRAS-CHAVE: Carcinoma de Células Escamosas Oral, Ficocianina, Antineoplasicos.
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