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RESUMO 

 
O câncer é uma doenças que mais afetam a população mundial, sendo o câncer de 
pele um dos mais frequentes, com mais de 80.000 novos casos por ano. O subtipo 
melanoma é o mais letal com taxa de mortalidade até 75% e dentre fatores genéticos 
e ambientais que influenciam o seu desenvolvimento, o mais relevante a exposição à 
radiação ultravioleta (UV). Os tratamentos disponíveis para o melanoma metastático 
apresentam taxa de resposta inferiores a 15%, e severos efeitos colaterais. A 
prospecção de novas substâncias terapêuticas tem sido cada vez mais necessária e 
os fitoterápicos despontam como potenciais adjuvantes em terapias oncogênicas. 
Nesse sentido, avaliamos os efeitos tóxicos do extrato da hidrólise ácida da espécie 
vegetal Agave sisalana Perrine (EHAAS), rico em saponinas, e da ciclofosfamida (CP) 
em células de melanoma metastático (A2058 e SK-MEL-5) e em células controle, de 
fibroblasto normal de pulmão (MRC5). Nossos resultados demonstraram que o 
background genético distinto entre as linhas de melanoma metastático, influenciam no 
perfil de respostas citotóxicas. Para tumores com o perfil mutacional da linhagem 
A2058, o EHAAS sobre concentrações menores que 50 µg/mL induzem a apoptose, 
frente a uma viabilidade de 80% das células controle. O potencial genotóxico também 
foi mais evidente em células de melanoma (A2058) quando comparadas as células 
controles (MRC5). Para tumores com o perfil mutacional da linhagem SK-MEL-5, a 
ciclofosfamida demonstrou um maior potencial citotóxico, enquanto o EHAAS 
desencadeia um processo necroapoptótico. Sugerimos que as vias de morte induzidas 
por EHAAS, na linhagem SK-MEL-5 possam estar intimamente ligadas a expressão 
de RIP1 e nfK-β. O tratamento com EHAAS na concentração de 100 µg/mL promoveu 
uma expressiva atividade citotóxica, porém com níveis de ROS estatisticamente 
semelhantes ao controle, reforçando atividade antioxidante do extrato. Estes 
resultados sugerem que o EHAAS poderia atuar como adjuvante no combate ao 
estresse oxidativo, intrinsecamente relacionada ao câncer. Esses dados reforçam 
ainda mais o papel da heterogeneidade neoplásicas de diferentes respostas 
terapêuticas observadas nos pacientes. 

 
Palavras-chave: câncer, melanoma, Agave sisalana Perrine, sisal, RIP1, nfK-β. 
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MELANOMA CELL LINES. 2020. 105 páginas. Trabalho de Conclusão de Curso 
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ABSTRACT 

 
Cancer is one of the diseases that most affect the world population, with skin cancer 
being one of the most frequent, with more than 80,000 new cases per year. Melanoma 
is the most lethal with a mortality rate of up to 75% and among the genetic and 
environmental factors that influence its development, the most relevant is exposure to 
ultraviolet radiation (UV). The treatments available for metastatic melanoma have a 
response rate of less than 15%, and severe side effects. The prospect of new 
therapeutic substances has been increasingly necessary and herbal medicines are 
emerging as potential adjuvants in oncogenic therapies. In this sense, we evaluated 
the toxic effects of the acid hydrolysis extract of the plant species Agave sisalana 
Perrine (EHAAS), rich in saponins, and cyclophosphamide (CP) in metastatic 
melanoma cells (A2058 and SK-MEL-5) and in control cells, of normal lung fibroblast 
(MRC5). Our results demonstrated that the distinct genetic background between the 
metastatic melanoma lines, influences the profile of cytotoxic responses. For tumors 
with the mutational profile of the A2058 cell line, EHAAS at concentrations below 50 
µg / mL induce apoptosis, in view of the viability of 80% of the control cells. The 
genotoxic potential was also more evident in melanoma cells (A2058) when compared 
to control cells (MRC5). For tumors with the mutational profile of the SK-MEL-5 cell 
line, cyclophosphamide demonstrated a greater cytotoxic potential, while EHAAS 
triggers a necroapoptotic process. We suggest that the death pathways induced by 
EHAAS, in the SK-MEL-5 strain, may be closely linked to the expression of RIP1 and 
nfK-β. The treatment with EHAAS in the concentration of 100 µg / mL promoted an 
expressive cytotoxic activity, however with ROS levels statistically similar to the 
control, reinforcing the antioxidant activity of the extract. These results suggest that 
EHAAS could act as an adjuvant in combating oxidative stress, intrinsically related to 
cancer. These data further reinforce the role of neoplastic heterogeneity in different 
therapeutic responses observed in patients. 

 

Keywords: cancer, melanoma, Agave sisalana Perrine, Sisal, RIP1, nfK-B. 
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DE HIDROLISIS ÁCIDA DEL Agave sisalana Perrine (EHAAS), EN LÍNEAS DE 
CELULAS DE MELANOMA MALIGNO.  2020.  105  páginas.Trabalho de Conclusão de 
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RESÚMEN 

 
El cáncer es una de las enfermedades que más afecta a la población mundial, siendo 
el cáncer de piel una de las más frecuentes, con más de 80,000 casos nuevos por 
año. El melanoma es el más letal con una tasa de mortalidad de hasta el 75% y entre 
los factores genéticos y ambientales que influyen en su desarrollo, el más relevante 
es la exposición a la radiación ultravioleta (UV). Los tratamientos disponibles para el 
melanoma metastásico tienen una tasa de respuesta de menos del 15% y efectos 
secundarios graves. La posibilidad de nuevas sustancias terapéuticas ha sido cada 
vez más necesaria y las hierbas medicinales están emergiendo como posibles 
adyuvantes en las terapias oncogénicas. En este sentido, evaluamos los efectos 
tóxicos del extracto de hidrólisis ácida de la especie de planta Agave sisalana Perrine 
(EHAAS), rica en saponinas y ciclofosfamida (CP) en células de melanoma 
metastásico (A2058 y SK-MEL-5) y en células de control , de fibroblastos de pulmón 
normales (MRC5). Nuestros resultados demostraron que el fondo genético distinto 
entre las líneas de melanoma metastásico influye en el perfil de las respuestas 
citotóxicas. Para tumores con el perfil mutacional de la línea A2058, EHAAS a 
concentraciones inferiores a 50 µg / ml induce apoptosis, en vista de la viabilidad del 
80% de las células de control. El potencial genotóxico también fue más evidente en 
las células de melanoma (A2058) en comparación con las células de control (MRC5). 
Para los tumores con el perfil mutacional de la línea SK-MEL-5, la ciclofosfamida 
demostró un mayor potencial citotóxico, mientras que EHAAS desencadena un 
proceso necroapoptótico. Sugerimos que las vías de muerte inducidas por EHAAS, en 
la cepa SK-MEL-5, pueden estar estrechamente relacionadas con la expresión de 
RIP1 y nfK-β. El tratamiento con EHAAS en la concentración de 100 µg / ml promovió 
una actividad citotóxica expresiva, sin embargo, con niveles de ROS estadísticamente 
similares al control, reforzando la actividad antioxidante del extracto. Estos resultados 
sugieren que EHAAS podría actuar como un adyuvante en la lucha contra el estrés 
oxidativo, intrínsecamente relacionado con el cáncer. Estos datos refuerzan aún más 
el papel de la heterogeneidad neoplásica en diferentes respuestas terapéuticas 
observadas en pacientes. 

 

Palabras clave: cáncer, melanoma, Agave sisalana Perrine, sisal, RIP1, nfK-β. 
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1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
 

1.1 O Processo Oncogênico 
 

O câncer é uma doença de caráter multifatorial, podendo ser 

desencadeada por fatores exógenos e endógenos. De acordo com o modelo 

estocástico, as células cancerígenas acumulam mutações em seu material genético, 

proporcionando a proliferação celular descontrolada pelo organismo (BARCELLOS- 

HOFF; LYDEN et al., 2013; KINZLER et al., 1996; PIEROTTI et al., 2017). Tais 

mutações podem ocorrer em qualquer segmento do DNA, porém, mutações em genes 

que regulam o ciclo celular, como proto-oncogênes e gene supressores tumorais, 

estão diretamente relacionadas a iniciação neoplásica (PIEROTTI et al., 2017; 

WARD, 2002). 

Os proto-oncogênes são genes que fazem parte da biologia natural 

da célula, regulando positivamente o ciclo celular (WARD, 2002). Sob condições 

fisiológicas, a expressão destes genes ocorre somente frente a estímulos 

mitóticos(PIEROTTI et al., 2017). Contudo, quando mutados, estes se expressam de 

forma constitutiva, levando a constante estimulação da proliferação (CANTLEY et al., 

1991; TORRY, 1992). Já os genes supressores tumorais, são responsáveis pela 

regulação negativa do ciclo celular, incluindo a eventual indução da apoptose, morte 

celular programada (ALBERTS et al., 2017; MORRIS; CHAN, 2015). A expressão 

destes genes está condicionada a insultos hiperproliferativos, de maneira a impedir 

que células que apresentem mutações em proto-oncogênes se expandam 

clonalmente. Por esta razão, não é surpreendente que células cancerígenas 

apresentem mutações tanto em proto-oncogênes como em genes supressores 

tumorais (ALBERTS et al., 2017). 

Didaticamente, podemos classificar o processo de carcinogênico em quatro 

estágios: (1) iniciação, (2) promoção, (3) progressão e (4) metastatização 

(BARCELLOS-HOFF et al., 2013; HENNINGS et al., 1993). 

A iniciação é um estágio-chave para a transformação maligna, sendo 

caracterizada por eventos mutacionais em uma célula saudável, ativando 

constitutivamente oncogenes e/ou inativando genes supressores tumorais 

(BARCELLOS-HOFF et al., 2013; PIEROTTI et al., 2017). Durante a promoção, as 

células iniciadas são expostas a fatores de crescimento endógenos ou a mitógenos 

ambientais, resultando na expansão clonal destas células (BARRETT, 1993; 

HENNINGS et al., 1993). A expansão clonal de células iniciadas leva a formação do 

nicho tumoral (BARCELLOS-HOFF et al., 2013; HENNINGS et al., 1993; VINCENT et 

al., 2008). A expansão dos clones iniciados, durante a fase de promoção, associado 
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ao estímulo hiperproliferativo, resulta no estresse da forquilha de replicação 

(FORMENT; CONNOR, 2018). Tal estresse resulta em quebras simples e duplas no 

DNA, levando a inserções e deleções (Indels) que, por sua vez, levam ao ganho de 

mutações adicionais. Estas mutações aumentam a heterogeneidade do 

microambiente neoplásico durante o terceiro estágio da carcinogênese, a progressão 

(BASU, 2018; CHOUDHURI; CHANDERBHAN; MATTIA, 2018). Durante este estágio, 

as células cancerígenas ganham auto-suficiência nos sinais de crescimento, 

apresentam angiogênese sustentada e desenvolvem mecanismos de plasticidade 

celular, que conferem capacidade migratória (CHOUDHURI; CHANDERBHAN; 

MATTIA, 2018; LOEB, 1991; WARD, 2002). A plasticidade celular e o ganho do 

potencial migratório, possibilita que estas células invadam outros tecidos e 

caracterizem o último estágio da carcinogênese, a metastatização (KINZLER; 

VOGELSTEIN, 1996; STUELTEN; PARENT; MONTELL, 2018). 

Estudos recentes têm mostrado que a desdiferenciação celular que 

leva a metastatização está diretamente associada a dinâmica do microambiente 

neoplásico (EL-KENAWI; RUFFELL, 2019; EMON et al., 2018). Isto porque, a 

expansão clonal resulta no distanciamento físico das células em relação ao estroma 

e, por consequência, há uma redução da pressão parcial de oxigênio (EL-KENAWI; 

RUFFELL, 2019). A hipóxia resultante ativa fatores de transcrição que governam o 

processo de diferenciação celular, resultando na transição epitélio-mesênquima 

(TEM), levando a migração e invasão (EMON et al., 2018; HENNINGS et al., 1993; 

STUELTEN; PARENT; MONTELL, 2018; WARBURG, 1956). 

Outra característica adquirida de células cancerígenas, é a 

superexpressão de algumas proteínas transportadoras da membrana. Estas proteínas 

estão associadas a resistência a múltiplas drogas, como as transportadoras de 

cassetes de ligação ao ATP (ATP-binding cassette - ABC transporters), e são 

responsáveis pelo movimento ativo, dependente de ATP, de diversas substancias, 

como lipídeos, íons, e esteroides para fora da célula (ALEXANDER et al., 2019; 

HUANG; SADE, 2006). Neste sentido, quando este efluxo ocorre para compostos 

exógenos, como quimioterápicos, tem-se com maior facilidade a exteriorização da 

droga anti-neoplásica, interferindo na quimiossensibilidade e resistência das células 

tumorais (ALEXANDER et al., 2019). Estas proteínas encontram-se ainda mais 

expressas em células com fenótipo tronco-cancerígenas, justificando a alta resistência 

destas células ás drogas anti-neoplásicas (TURDO et al., 2019). Neste sentido, as 
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células-tronco cancerígenas dificilmente são eliminadas em terapias citotóxicas, e 

tornam-se as responsáveis pela reincidência e manutenção de tumores (ALISI et al., 

2013; VINOGRADOV; WEI, 2012). Uma importante subfamília das ABC transporters 

é a ABCC, conhecida como MRP’s, onde encontram-se por exemplo, as proteínas 

MRP1, MRP2, MRP3, MRP4, MRP5, MRP6 e MRP8. 

Os agentes carcinogênicos que levam a iniciação do câncer podem 

ser químicos, físicos e biológicos (BARNES et al., 2018; MALLING, 2004). Alguns 

destes agentes são classificados como carcinógenos completos, já que atuam tanto 

na iniciação neoplásica, promovendo a mutação, quanto na promoção do câncer, 

estimulando a divisão celular (JOHN et al., 2016; RUNGER, 2016). 

Um dos maiores exemplos de um carcinógeno completo é a radiação 

ultravioleta (UV) (JOHN et al., 2016; RUNGER, 2016; SCHMITT, 2012). Isto porque, 

além de promover mutações decorrentes dos dímeros de timina, ela também  induz 

a inflamação. A inflamação, por sua vez, gera a produção de citocinas que resultam 

na proliferação celular (OAK et al., 2018). Desta forma, a  exposição à radiação UV  

é um dos principais agentes etiopatogênicos dos cânceres de pele, malignidades 

que protagonizam as estatísticas mundiais de câncer (LABERGE et al., 2020; 

PFEIFER, 2020) 

1.2 CÂNCER DE PELE 

 
No Brasil, para cada ano do triênio 2020-2022, estima-se que haverá 

4.200 novos casos de melanoma em homens e 4.250 novos casos em mulheres 

(INCA, 2019). Mesmo acometendo mais mulheres, a mortalidade pela doença é maior 

em homens, chegando a 1.031 óbitos/ano (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). Sugere- 

se que a maior incidência de melanoma no sexo feminino esteja relacionada ao maior 

tempo e frequência de exposição à UV pela cultura do bronzeamento (DE SOUZA et 

al., 2004). Contudo, a maior percepção de risco da doença pelas mulheres, quando 

comparado aos homens gera um melhor prognóstico de cura no sexo feminino 

(SMALLEY, 2018).O Câncer de pele atinge com mais frequência pessoas brancas 

com mais de 40 anos de idade, sendo considerado um tumor raro em crianças e 

pessoas negras (PIRES et al., 2017). 
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A etiologia deste câncer é atribuída tanto a fatores genéticos 

intrínsecos, quanto a fatores ambientais (LEÓN et al., 2013). Entre os fatores 

ambientais, a exposição à radiação UV (tipos UVA e UVB) é o mais relevante, pois 

produz lesões nas moléculas de DNA (mutações) (CORRIE et al., 2014; 

MONTAGNER et al., 2009). 

A radiação do tipo UVB e UVA não só promovem mutações diretas, 

em proto-oncogênes e genes supressores tumorais, como causam também estresse 

oxidativo, gerando espécies reativas de oxigênio (ROS – reactive oxygen species) 

(SOSA et al., 2012; VÁZQUEZ, 2012). As ROS, por sua vez, podem causar 

peroxidação lipídica das membranas, oxidação de proteínas e interagir com 

nucleotídeos, provocando quebras na fita de DNA (BARREIROS et al., 2006; 

PRASAD et al., 2017). Dessa forma, ambas as radiações UVA e UVB contribuem 

com a geração de danos graves no DNA que, se não reparados ou reparados de 

forma inapropriada pelo sistema de reparo, podem resultar em mutações (SOSA et 

al., 2012; VÁZQUEZ, 2012). 

As mutações causadas pela radiação UV ocorrem principalmente em 

sequências do DNA ricas em bases pirimidinas próximas, como uma citosina e uma 

timina (C-T) ou duas citosinas (C-C) (MARTENS et al., 2018; WIKONKAL et al., 1999). 

A radiação UV induz a formação de ligações covalentes entre estas 

bases, formando dímeros de timina (ALBERTS et al., 2017). Estes dímeros provocam 

distorções na dupla hélice tornando a fita de DNA instável, e quando não reparada, 

torna-se mais suscetível a quebras (ALBERTS et al., 2017). Em células saudáveis, a 

formação dos dímeros de timina é reparada pelo processo de fotorreativação, através 

de enzimas chamadas de fotoliases (CHANG et al., 2009; KAO et al., 2005). Mas, na 

ausência do reparo do DNA lesionado, as mutações consequentes como deleções e 

substituições de bases, são herdadas no processo de replicação, contribuindo para a 

progressão do câncer de pele (ALBERTS et al., 2017). 

O câncer de pele é classificado em dois tipos histológicos: (1) não 

melanoma e (2) melanoma (DIEPGEN et al., 2002). O tipo não melanoma é composto 

principalmente pelos carcinomas basocelular e espinocelular (DIEPGEN et al., 2002; 

MASSONE et al., 2005). O subtipo basocelular é o mais comum entre os não 

melanomas e, desenvolve-se como uma neoplasia de células basais da epiderme ou 

de anexos cutâneos (BROETTO et al., 2012; VÁZQUEZ, 2012). Já o subtipo 

espinocelular acomete queratinócitos. Por isso, um fator indicativo deste tipo 
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histológico pode ser o surgimento da queratose actínica, também conhecida por 

queratose solar ou senil (SCHMITT, 2012; TRAVASSOS et al., 2016). Apesar da 

relação direta de ambos com o acúmulo de exposições a UV, os carcinomas 

espinocelulares revelam-se frequentemente nas regiões do corpo de maior exposição, 

como pescoço, cabeça, face e orelhas (ALAM et al.,2001; SALASCHE, 2000). 

Já o melanoma representa cerca de 3% dos casos de câncer de pele 

registrados anualmente (DZWIERZYNSKI, 2013; SIEGEL et al., 2011). Apesar de ser 

menos prevalente, este câncer apresenta uma elevada taxa de mortalidade, de até 

73% (CARR et al., 2019;NIKOLAOU et al., 2014). 

 
1.3 O MELANOMA 

O acúmulo de mutações em melanócitos, células dendríticas que 

produzem a melanina, resulta no melanoma (CARR et al.,2019). Estas células estão 

localizadas entre as junções da derme com a epiderme, ou entre os queratinócitos 

basais da epiderme (COSTIN et al., 2007). Os melanócitos são regulados por fatores 

melanogênicos produzidos por queratinócitos ao serem expostos a radiação UV 

(COSTIN et al., 2007; MILER et al., 2006). Como resultado, estes fatores estimulam a 

produção da melanina em uma reação de proteção ao DNA dos queratinócitos. Dessa 

forma, a melanina é depositada em torno de seus núcleo celular (DONG et al., 2003; 

GRAY-SCHOPFER et al.,2007). 

A melanina é um pigmento de coloração marrom escura e é 

responsável pela cor dos olhos, cabelos e pele (COSTIN et al., 2007). Ela estabelece 

uma relação direta entre os fototipos de pele e fenótipos raciais mais propensos ao 

melanoma (COSTIN et al.,2007; LANDI et al., 2002; TSAO et al., 2004). Assim, 

indivíduos com maior quantidade de melanina, como negros, são inicialmente mais 

protegidos da radiação UV, justificando a menor incidência de melanoma na 

população negra (CARR et al., 2019; RASTRELLI et al., 2014). Da mesma forma, 

populações com menores quantidades de melanina, como por exemplo brancos 

caucasianos, estão mais predispostos a desenvolver o melanoma (FERNANDES et 

al., 2005). Por isso no Brasil, a população da região Sul onde há majoritariamente 

fenótipo de peles claras devido a ancestralidade europeia, possui uma elevada 

incidência de melanoma (INCA, 2018). 

Os melanomas geralmente apresentam coloração escura devido à 

quantidade exacerbada de melanina produzida (RASTRELLI et al., 2014). Em 



22 
 

 
 

 

indivíduos mais jovens, esta malignidade se desenvolve em áreas de maior exposição 

ao sol como costas, membros superiores e pernas, contrastando com os indivíduos 

mais velhos onde se desenvolve em regiões da cabeça e pescoço (ELWOOD et 

al.,1998; GUIDETTI et al., 2016). Contudo, o melanoma também acomete outras 

partes do corpo, localizando-se em regiões intraepidérmicas, células névicas, epitélio 

mucoso, olhos e leptomeninges (LEÓN et al., 2013). 

A proliferação celular do melanoma  ocorre em duas fases: 

crescimento radial (FCR) e crescimento vertical (FCV). A primeira fase, FCR, 

apresenta a multiplicação de melanócitos no sentido horizontal e centrífugo na 

epiderme (DZWIERZYNSKI, 2013; GRAY-SCHOPFER et al., 2007). A segunda fase, 

FCV, apresenta crescimento vertical, estimulando a formação de grandes nódulos 

dérmicos com morfologia alterada (TUCKER et al., 2002). Estes nódulos celulares são 

capazes   de   invadir   tecidos   adjacentes  e  iniciam os  primeiros estágios da 

metastatização (LEÓN et al., 2013; TUCKER et al., 2002). A metástase ocorre 

aceleradamente, comprometendo vários níveis da derme e órgãos a distância, tanto 

por via linfática quanto hematogênica (DEVITA VT et al., 2011; WEEDON et al., 2006). 

Existem quatro principais subtipos de melanoma maligno: (1) 

melanoma disseminativo superficial, (2) lentigo maligno, (3) nodular e (4) lentiginoso 

acral. Estes subtipos de melanoma diferem-se por características histológicas próprias 

(GOYDOS et al., 2016; KIURU et al., 2019; PAN et al., 2017; RASTRELLI et al., 2014; 

SHAIN et al., 2016). 

 
1.3.1 Predisposição ao Melanoma 

Como uma doença multifatorial, a etiologia do melanoma associa-se 

a exposição a fatores ambientais (CARR; et al., 2019). Entretanto, a susceptibilidade 

genética influencia no agravamento desta neoplasia (NIKOLAOU et al., 2014). Em 

virtude disso, características fenotípicas como: a cor da pele, lesões precursoras e o 

aparecimento de nevos atípicos, são os principais fatores hereditários de 

predisposição descritos (BOLOGNIA et al., 2011). Adicionalmente, indivíduos 

portadores de doenças genéticas com o sistema de reparo comprometido, como a 

xeroderma pigmentosa, tornam-se 2000 vezes mais predispostos ao melanoma 

(CARR et al., 2019; LEÓN et al., 2013). 

Os polimorfismos individuais e algumas mutações em genes de 

atividades pigmentares também podem aumentar a predisposição ao melanoma 
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(BEVONA et al., 2003). Por exemplo, o gene receptor de melanocortina-1 (MC1-R) é 

um importante regulador pigmentar que é altamente polimórfico, influenciando nos 

fenótipos de pigmentação e na resposta individual a radiação UV (BOX et al., 2001; 

DUFFY et al., 2004; FLANAGAN et al., 2000; KENNEDY et al., 2001; VALVERDE et 

al., 1996). 

Quando ativo, o MC1-R leva a produção de eumelanina e expressa 

ligantes para hormônios de melanogênese como o hormônio estimulante de 

melanócitos do tipo α (α-MSH) e adrenocorticotrofina (ACTH) (ÁVILA, 2010; BUSCÀ 

et al., 2000). Os polimorfismos no MC1-R, conhecidos como “alelos R” (Arg151Cys, 

Arg160Trp e Asp294His) dobram os riscos de desenvolvimento de melanoma porque 

diminuem a capacidade celular de sequestrar ROS e de reparar danos no DNA 

(RANSOHOFF et al., 2016). Estas mutações são encontrados principalmente, em 

indivíduos ruivos, com pele clara e incapazes de sofrer bronzeamento (PALMER et 

al., 2000). 

Mutações germinativas em genes de supressão tumoral e proliferação 

celular, também estão ligadas com o melanoma hereditário (GILLANDERS et al., 

2003; HUSSUSSIAN et al., 1994). Por exemplo, quando mutados, os genes P16 e 

P14ARF promovem a regulação negativa das vias das proteínas retinoblastoma 

(pRB) e p53 (que regulam negativamente o ciclo celular) (LANDI et al., 2002; LOWE 

et al., 2003; QUELLE et al., 1995; WEI et al., 2003). Outro exemplo, são as mutações 

no gene BRAF, como a mutação V600E, que levam a ativação constitutiva da via 

MAPK, estimulando de forma inadequada a proliferação, migração e invasão celular 

(COHEN et al., 2002; DONG et al., 2003; NIKOLAOU et al., 2014) 

Um dos exemplos de mutações germinativas associadas ao 

melanoma hereditário é a síndrome dos nevos displásicos familiar - doença 

autossômica dominante, caracterizada pela ocorrência de múltiplos nevos atípicos e 

melanomas dentro da mesma família (BISHOP et al., 2002; CARVALHO et al., 2004; 

RANSOHOFF et al., 2016). 

Compreender a etiologia do melanoma é fundamental para o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas como a imunoterapia, permitindo assim 

uma resposta ao tratamento mais efetiva de acordo com o perfil mutacional de cada 

paciente (GUERRA et al., 2019). 

 
1.3.2 Diagnóstico e Prognóstico 
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A dermatoscopia é o principal procedimento de diagnóstico não 

invasivo realizado na investigação de lesões melanocíticas (MASSONE et al., 2005). 

O diagnóstico, em uma lesão suspeita ,investiga as características ditadas pelo 

ABCDE do melanoma: Assimetria, Bordas irregulares, Cor variada dentro da mesma 

lesão, Diâmetro superior a 5 mm e Evolução (ABBASI et al., 2004; BACH et al., 2010). 

Estas análises contribuem com aproximadamente 49% dos diagnósticos de 

melanoma, apresentando uma boa precisão e um diferencial para a escolha dos 

tratamentos (KITTLER et al., 2002; MASSONE et al., 2005). Ademais, investigações 

secundarias como diagnósticos histopatológicos por biópsia da lesão também são 

realizados e tomam como parâmetros os índices de Breslow e os níveis de invasão 

de Clark (LEÓN et al., 2013). 

As investigações baseadas nos índices de Breslow e níveis de 

invasão de Clark possibilitam identificar o estadiamento da doença, direcionando o 

tratamento (BEVONA et al., 2003; DZWIERZYNSKI, 2013). O índice de Breslow 

mensura a espessura do tumor em milímetros, e prediz a profundidade da invasão, 

sendo o parâmetro de maior influência no estadiamento da doença (GARBE et al., 

2009; LEÓN et al., 2013). Já os níveis de Clark representam o grau de invasão 

neoplásica nas camadas da pele (CLARK et al., 1969). 

 
1.3.3 Tratamento do Melanoma 

A cirurgia para excisão do tumor com margens ampliadas é o principal 

método terapêutico usado no tratamento do melanoma (BACH et al., 2010; 

DZWIERZYNSKI, 2013). Contudo, muitas vezes a excisão do melanoma é 

acompanhada da dissecação de toda a cadeia local de linfonodos, tornando o 

procedimento mais complexo (GARBE et al., 2009; THOMAS et al., 2014). Aliado a 

cirurgia, os pacientes são tratados com terapias adjuvantes que consistem na 

administração de interferon-α (IFNα) e inibidores de angiogênese tumoral (CORRIE et 

al., 2014; MOCELLIN et al., 2013). 

Para melanomas malignos, muitas vezes as terapias existentes 

buscam apenas melhora do prognóstico do paciente, podendo ser utilizado a 

quimioterapia com drogas como a dacarbazina, temozolomida, cisplatina, vindesina, 

paclitaxel e cicplatina, descritos no Quadro 1 (BHATIA et al., 2009; CONITEC, 2018). 

A maioria destes medicamentos pertencem ao grupo de agentes alquilantes que 
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interferem no ciclo celular pela ligação de grupos alquila no DNA, induzindo a morte 

celular (COATES, 1992; DE ALMEIDA et al., 2005). 
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Quadro 1 – Principais quimioterápicos utilizados no tratamento de melanoma metastático 
 

Quimioterápico Taxa de resposta Efeitos colaterais Referências 

Dacarbazina De 10 – 15%. Baixa 
durabilidade das 

respostas a longo 
prazo e taxa de 

sobrevida em 5 anos 
de 2 - 6% 

 
 

Gastrotoxicidade, anemia, neutropenia, mielodepleção, 

trombocitopenia, linfopenia, possível depleção ovariana 

(BALCH; ATKINS, 2020; 
BHATIA; TYKODI; 

THOMPSON, 2009; 
DOMINGUES et al., 

2018; JIANG et al., 2014; 
WILSON; SCHUCHTER, 

2016; WINSHIP et al., 
2018) 

Temozolamida 13 – 14,5% Dores de cabeça, náuseas, mielossupressão, 
linfopenia e trombocitopenia 

(BALCH; ATKINS, 2020; 
WILSON; SCHUCHTER, 

2016) 

Vindesina 13% Dor neuropática, perda de reflexos tendinosos 
profundos, 

disfunção motora, ataxia, paralisia, neutropenia e 
toxicidade gastrointestinal 

(BALCH; ATKINS, 2020; 
MARTINO et al., 2018) 

Cisplatina Resposta média de 10- 
20%, com duração de 

4 meses. 

Nefrotoxicidade, ototoxicidade, hepatotoxicidade, 
gastrointestinal, neurotoxicidade, mielossupressão, 

toxicidade hematológica, toxicidade vascular, 
hiperuricemia 

(BALCH; ATKINS, 2020; 
BHATIA; TYKODI; 

THOMPSON, 2009; 
GHOSH, 2019) 

Paclitaxel Em média 10-13% Neutropenia, alopecia, dor óssea nos membros 
inferiores, reações anafiláticas, neuropatia 
periférica 

(BALCH; ATKINS, 2020; 
WILSON; SCHUCHTER, 

2016) 

Ciclofosfamida 
(apenas 
terapias 

conjugadas) 

De 50% - 70% quando 
combinada a outras 
estratégias, como por 
exemplo a 
Imunoterapia 

 
Supressão da medula óssea, toxicidade cardíaca e 
gonodal (principalmente falência ovariana), cistite 

hemorrágica e carcinogênese 

(EMADI; JONES; 
BRODSKY, 2009; 

GEORGE; ARMENIO; 
KATZ, 2016; OUYANG et 

al., 2015) 
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Entretanto, o melanoma apresenta um histórico de resistência ás 

terapias convencionais, e atualmente, apenas um quimioterápico é disponibilizado 

como opção de tratamento pelo Sistema Único de Saúde (SUS) no Brasil, sendo a 

dacarbazina (CONITEC, 2018; DOMINGUES et al., 2018; KALAL et al., 2017). 

Contudo, ela apresenta baixas taxas de resposta, com efetividade de até 20%, baixa 

duração dos benefícios a longo prazo e efeitos colaterais que podem ser severos 

(Quadro 1) (CONITEC, 2018; GUERRA et al., 2019). 

Outro grupo de agentes antineoplásicos utilizados para o melanoma, 

é o dos alcaloides extraídos de plantas, como a vindesina, que atua interrompendo a 

mitose celular de forma dose-dependente (BRANDÃO et al., 2008). A utilização de 

moléculas extraídas de plantas tem despertado grande interesse na oncologia 

(GREENWELL; RAHMAN, 2015). Isto porque, por se tratarem de metabólitos 

secundários de vegetais, estas moléculas apresentam atividade citotóxica e 

antioxidante (BAHMANI et al., 2017; HEIDARIAN et al., 2013). Desta forma, os 

extratos fitoterápicos podem ser utilizados como adjuvantes a quimioterápicos, 

auxiliando na neutralização de radicais livres naturalmente produzidos em reposta a 

administração de drogas antineoplásicas e reduzindo parte dos efeitos colaterais 

indesejáveis associados a estas drogas (CONKLIN, 2004). 

 
1.4 Agave Sisalana Perrine como adjuvante no tratamento do câncer 

A América Latina demonstra um grande potencial na bioprospecção 

de novas substâncias fitoterápicas devido sua ampla biodiversidade (CALIXTO, 2005; 

RATES, 2001). Desde 1957, o Instituto Nacional do Câncer dos Estados Unidos (NCI) 

relata que extratos vegetais obtidos desta região apresentam propriedades 

antineoplásicas (HAMBURGER et al., 1991). 

Dentre os países da América Latina, o Brasil é um dos principais 

fornecedores de extratos vegetais para o mercado farmacêutico, tendo uma 

expressiva participação na bioprospecção de moléculas-alvo para o tratamento de 

diferentes doenças, incluindo o câncer (BRANDÃO et al., 2008). 

Neste sentido, a região Nordeste do Brasil se destaca por uma ampla 

variedade de botânica e por pelo uso popular de diferentes produtos naturais para fins 

medicinais, embora a ação farmacológica de grande parte destes produtos permaneça 

sem comprovação científica (AGRA et al., 2007; MELO-BATISTA et al.,2014). 
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Dentre as espécies vegetais amplamente presentes na região Nordeste está a 

Agave Sisalana Perrine, também conhecida como sisal (Figura 1), 

Figura 1 - Plantação de Agave Sisalana Perrine (Sisal). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: EMBRAPA, 2014. 

 
 

A A. sisalana é uma monocotiledônea, adaptada a alta luminosidade, 

baixa pluviosidade e altas temperaturas – características estas encontradas no 

ecossistema do Nordeste (MIRANDA, 2011). Considerada também como o ouro verde 

do sertão, a fibra do sisal é a principal matéria prima utilizada na produção de fios e 

cordas de produtos artesanais (DANTAS, 1994; DUNDER et al., 2010a; MIRANDA, 

2011; SANTOS et al., 2009). 

Embora o sisal seja uma fonte de subsistência para parte da 

população nordestina, 95% do sisal não é utilizado pela indústria sendo geralmente 

descartado no solo (DUNDER et al., 2010a; JENER et al., 2009). O resíduo dessa 

planta é composto principalmente de celulose, água, e metabólitos orgânicos e 

inorgânicos (COSTA et al., 2014; DANTAS, 1994; SANTOS et al., 2009). 

 
Diferentes estudos vêm investigando as propriedades farmacológicas 

do suco do sisal, conforme mostrado no Quadro 2 (DEBNATH et al., 2010). 
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Quadro 2 - Propriedades medicinais do suco do sisal, investigadas por diferentes 

grupos de pesquisa. 

 
 

Propriedade medicinal do Sisal Referência Bibliográfica 

Analgésica (DUNDER et al., 2010; MWALE et al., 

2012) 

Anti-inflamatória (INGAWALE et al., 2019; MWALE et al., 

2012) 

Antimicrobiana (HAMMUEL et al., 2011; SANTOS et 

al., 2009) 

Antineoplásica (ALLSOPP et al., 2013) 

Adjuvante em vacinas (ARALDI et al., 2017) 

*Citotóxica e antineoplásica (ARALDI et al., 2018a; CASILLAS et al., 

2012; DE OLIVEIRA et al., 2019) 

Anti-helmíntica (BOTURA et al., 2011; DOMINGUES et 

al., 2010) 

Imunomoduladora (CHEN et al., 2011) 

Prebiótica (APOLINÁRIO et al., 2018) 

* Em destaque, as propriedades citotóxicas e antineoplásica, fonte de investigação 

em nosso grupo de pesquisa. 

 
Os extratos do suco da Agave Sisalana Perrine podem ser obtidos por 

diferentes métodos, como: (1) processos de hidrólise ácida (EHA) - o qual ocorre a 

hidrólise do sisal por meio do aquecimento da planta com ácido sulfúrico; (2) 

precipitação seca (DPAS) - no qual o suco do sisal é centrifugado a vácuo até que se 

obtenha um precipitado e (3) extração hexânica (HEAS) - no qual o precipitado do 

suco seco é macerado com o hexano (ARALDI et al., 2018). 

Em função das reações decorrente da interação do suco do sisal com 

os químicos empregados na extração, é sabido que a composição química de cada 
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um dos extratos pode variar e, com isso, as propriedades farmacológicas também 

podem ser distintas. Entretanto, de modo geral, estes extratos são ricos em: 

alcaloides, esteróis, cumarinas, terpenóides, flavanóides e, principalmente, saponinas 

(ARALDI et al., 2018; COSTA et al., 2014). Dentre estas, as saponinas se destacam 

por serem amplamente empregadas na indústria farmacêutica, onde são utilizadas 

como precursoras da semi-síntese de corticosteroides (ARALDI et al., 2018; 

DEBNATH et al., 2010; ZOU et al.,2006). 

Em estudos prévios, Araldi et al. (2018) demonstraram por 

cromatografia em fase líquida (LC-MS) que o extrato da hidrólise ácida de Agave 

sisalana Perrine (EHAAS) apresenta um padrão de íons muito similar ao da saponina 

comercial obtida da Quilaja sp. (Sigma, Alemanha) (Figura 2), demonstrando que este 

extrato é uma fonte em potencial de saponinas 

 
Figura 2 – Cromatografia em fase líquida (LC-MS) do extrato da hidrólise ácida de 

Agave sisalana Perrine (EHAAS) e da saponina comercial Quilaja sp. (Sigma). 
 

Fonte: Araldi et al. (2018) 

O estudo também mostrou que o EHAAS nas concentrações de 25 

μg/mL, 50 μg/mL e 100 μg/mL apresenta atividade citotóxicas para células VERO 
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(oriundas de rins de macacos verde) – linhagem comumente utilizada em estudos de 

citotoxicidade (ARALDI et al., 2018). Este resultado sugere que a atividade citotóxica 

do EHAAS poderia ser explorada no tratamento do câncer (ARALDI et al., 2018). 

A citotoxicidade do EHAAS tem sido atribuída a presença das 

saponinas que, por apresentarem atividade tensoativa, promove a permeabilização 

de membranas biológicas interagindo com a fração lipídica (ARALDI et al., 2018). 

Além do mais, o EHAAS mostrou exibir uma elevada atividade 

antioxidante, com baixa atividade genotóxica, tanto em modelos in vitro (com células 

VERO), como in vivo (em camundongos) (ARALDI et al., 2018). 

Combinados, estes resultados fazem do EHAAS um promissor 

produto biotecnológico no tratamento de diferentes malignidades, incluindo o 

melanoma. 

 
 

2. JUSTIFICATIVA 

O melanoma possui elevadas taxas de incidência e mortalidade em 

todo o mundo. A excisão cirúrgica da lesão maligna é a principal forma de tratamento 

da doença, porém a cirurgia não tem mostrado aumentar a taxa de sobrevida dos 

pacientes de forma significativa. Além do mais, as terapias disponíveis são pouco 

eficientes no tratamento, sobretudo de pacientes com metástases. Desta forma, faz- 

se necessário investir na bioprospecção de novas moléculas com atividade 

antineoplásica seletiva para o melanoma metastático. Neste sentido, os extratos 

vegetais têm sido frequentemente estudados como uma fonte promissora de novas 

moléculas com propriedades antineoplásicas. Adicionalmente, nosso grupo mostrou 

que o extrato da hidrólise ácida da Agave sisalana Perrine (EHAAS), espécie de 

monocotiledônea amplamente distribuída no Nordeste brasileiro, apresenta atividade 

citotóxica e antioxidante para células Vero, porém com reduzido potencial mutagênico. 

Tais atividades têm sido atribuídas a elevada concentração de saponinas presente 

neste extrato. Os resultados obtidos em células Vero fazem do EHAAS um promissor 

agente adjuvante no tratamento de diferentes malignidades, incluindo o melanoma 

metastático. 
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3. OBJETIVOS 

 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Este estudo tem por objetivo avaliar os efeitos citotóxicos e 

genotóxicos do extrato da hidrólise ácida de Agave sisalana Perrine (EHAAS) nas 

linhagens de melanoma A2058 - derivada de metástase linfonodal e SK-MEL-5 - 

derivada de metástase linfonodal axilar, como um possível agente adjuvante na 

quimioterapia do melanoma metastático. 

 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

3.2.1 Avaliar a atividade citotóxica do EHAAS em diferentes concentrações 

(25 µg/mL, 50 µg/mL, 75 µg/mL, 100 µg/mL, 200 µg/mL e 400 µg/mL) em linhagens 

de melanoma metastático (A2058 e SK-MEL-5) e fibroblasto humano (MRC5) – como 

controle. 

Estratégia: Investigar os tipos de morte celular (apoptose e necrose) 

resultantes do tratamento com o EHAAS empregando o ensaio de Anexina V- 

FITC/Iodeto de Propídio (IP) através de citometria de fluxo. 

 
3.2.2 Avaliar os efeitos do EHAAS sobre o metabolismo energético das 

linhagens celulares de melanoma metastático (A2058 e SK-MEL-5) e fibroblastos 

humano (MRC5, controle). 

Estratégia: Avaliar o potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) através do 

ensaio MitoTracker e quantificar a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

pelo ensaio DCFH-DA (diacetato de 2ʹ,7ʹ-dichlorofluorescina) das células tratadas com 

o EHAAS nas diferentes concentrações (25 µg/mL, 50 µg/mL, 75 µg/mL, 100 µg/mL, 

200 µg/mL e 400 µg/mL) . 

 
 

3.2.3 Identificar o potencial genotóxico do EHAAS em linhagens de 

melanoma metastático (A2058 e SK-MEL-5) e fibroblasto humano (MRC5, controle). 

Estratégia: Analisar potencial clastogênico do EHAAS sob as concentrações 

de 50 µg/mL, 100 µg/mL, 200 µg/mL através do ensaio de histona γ-H2AX, por meio 

de análise de citometria de fluxo. 
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3.2.4 Investigar a resposta das linhagens de melanoma metastático (A2058; 

SK-MEL-5) e controle (MRC5) ao EHAAS através da expressão de proteínas 

associadas a resistência de múltiplas drogas. 

Estratégia: Avaliar os níveis de expressão das ABC transporters MRP1 e 

MRP3 através de imuno-marcação com anticorpos Anti-MRP1 e Anti-MRP3, por meio 

da análise de citometria de fluxo. 

 
4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
 

4.1 ASPECTOS ÉTICOS 

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratório de Biotecnologia 

Aplicada à Saúde da Universidade Federal da Integração Latino-Americana (UNILA) 

em colaboração com o Laboratório Bases Genéticas dos Tumores da Tiroide da 

Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) e Laboratório de Genética, 

Mutagênese e Biologia Molecular da Universidade Estadual Paulista “Júlio de 

Mesquita Filho” (UNESP) – Faculdade de Ciências e Letras de Assis. 

Os métodos empregados neste estudo foram aprovados pela Comissão de 

Ética em Pesquisa da UNESP - Faculdade de Ciências e Letras de Assis (FCLA) 

(processo). O uso do extrato vegetal avaliado neste estudo foi registrado no Sistema 

Nacional de Gestão do Patrimônio Genético (SisGem) (processo número A177E74, 

Anexo 1), garantindo a preservação do patrimônio genético Nacional. 

 
4.2 OBTENÇÃO DO EXTRATO DE Agave sisalana Perrine 

O extrato da hidrólise ácida de Agave sisalana Perrine (EHAAS) foi 

gentilmente fornecido pela Profa. Dra. Edislane Barreiros de Souza (UNESP-FCLA). 

Para manutenção das propriedades do EHAAS, o extrato foi enviado liofilizado e, 

então ressupendido em água destilada, obtendo-se assim a solução estoque na 

concentração de 20 mg/mL. A solução estoque foi armazenada em tubos de 

polipropileno de 2 mL a -80ºC a fim de garantir a máxima preservação das 

biomoléculas presentes no extrato. Para os experimentos, a solução de estoque 

(20mg/ml) foi diluída na concentração de 2 mg/mL em meio de cultivo celular RPMI 

1640 com HEPES (Vitrocell, EUA) ou em meio de cultura α MEM (Vitrocell, EUA). Os 

meios foram suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB; Vitrocell, EUA) e 1% 

de penicilina 100 U/mL com estreptomicina 100 μg/mL (Sigma-Aldrich, EUA). Esta 
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solução foi diluída para as concentrações de trabalho(400, 200, 100, 75, 50 e 25 

µg/mL), as quais foram adicionadas nas culturas celulares, conforme descrito por 

Araldi et al. (2018). 

4.3 CULTURA DE CÉLULAS 

Para este estudo foram utilizadas duas linhagens celulares de 

melanoma metastático (A2058 e SK-MEL-5) e uma linhagem controle derivada de 

fibroblasto normal (MRC5), descritas no Quadro 3. Dentre as diversas linhagens de 

melanoma, A2058 e SK-MEL-5 foram escolhidas para nosso estudo por serem 

linhagens muito utilizadas como modelo para avaliar a quimiossensibilidade de 

drogas, isto porque apresentam certa resistência á quimioterápicos já estabelecidos, 

são altamente invasivas e metastáticas (GYORI et al., 2019; OLIVEIRA-JÚNIOR, 

2020; RONCA et al., 2013). 

Para manutenção das linhagens celulares, uma densidade de 1 x 105 

células/cm2 foram crescidas em frascos de cultura de 25 cm² (Kasvi, Brasil) contendo 

4 mL do meio completo, preconizados para cada linhagem do estudo (Quadro 3). Para 

o crescimento, as células foram incubadas em estufas a 37ºC, com atmosfera de CO2 

a 5% e umidade de 75% (Heal Force, CHN). 
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QUADRO 3 - Linhagens celulares utilizadas no estudo e os parâmetros de cultivo estabelecidos. 
 

 
Linhagem Principais Genes 

mutados 

Tipo histológico Meio de crescimento basal 

(meio completo) 

Incubação 

 BRAF    

SK-MEL 5 

(ATCC® HTB- 

CDK4 

EGFR 

Melanoma humano, 

derivada de metástase 

RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®, EUA), 

com 10% SFB (Vitrocell®) e 1% de 

37 ºC com atmosfera de 
CO2 a 5% (Heal Force, 

CHN). 

70™) PTEN linfonodal axilar. penicilina 100U/ml com estreptomicina  

 TP53  100μg/ml (Sigma-Aldrich®, EUA).  

 TERT    

 

A2058 

(ATCC® CRL- 

 

AIFM1 

BRAF 

 

Melanoma humano derivada 

de metástase linfonodal. 

 

RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®, EUA), 

com 10% SFB (Vitrocell®) e 1% de 

 
37 ºC com atmosfera de 
CO2 a 5% (Heal Force, 

CHN). 

11147™) PET  penicilina 100U/ml com estreptomicina  

 TP53  100μg/ml (Sigma-Aldrich®, EUA).  

 
MRC5 

(ATCC® CCL- 

171™) 

  
Fibroblasto humano, 

derivado de pulmão 

 
α MEM (Minimum Essential Medium α), 

com 10% SFB (Vitrocell) e 1% de 

penicilina 100U/ml com estreptomicina 

100μg/ml (Sigma-Aldrich®, EUA). 

 
37 ºC com atmosfera de 

CO2 a 5% (Heal Force, 

CHN). 

Fonte: ATCC; Expasy, 2020. 
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Após atingirem a confluência de 80-90%, as linhagens celulares 

foram desagregadas ao atingirem a confluência de 70%, e subcultivadas em 

placas de Petri de poliestireno de 60 mm (Kasvi, Brasil). Para a expansão e 

subcultivo, seguimos os procedimentos padrão preconizados em cultura de 

células: inicialmente os meios de cultura foram removidos e as células foram 

lavadas duas vezes em solução salina tamponada de fosfato (PBS 1X). Na 

sequência, foram adicionados 500µL da solução de tripsina-EDTA (Vitrocell, 

EUA). As células foram incubadas na estufa a 37ºC por 2-5 minutos. As culturas 

foram desagregadas e observadas em microscópio invertido (Nikon, Japão). Em 

seguida, foram adicionados 4 mL do meio completo para inativação da enzima 

tripsina. A suspensão celular foi coletada dos frascos de cultura com auxílio de 

pipetas Pasteur estéreis e transferidas para tubos Falcon de 15 mL (Kasvi, 

Brasil). Uma alíquota de 10µL da suspensão celular foi retirada e reservada, para 

contagem de células em câmara de Neubauer espelhada. As células foram 

centrifugadas por 10 minutos a 1.200 rpm, formando um pellet celular. O 

sobrenadante foi descartado e o pellet, ressuspendido em 4 mL do meio 

completo apropriado para cada linhagem. 

Para a contagem de células foi utilizado o corante azul de Tripan, 

o qual diferencia células viáveis (não permeáveis ao corante, células incolores) 

e não viáveis (permeáveis ao corante, células coradas de azul). A contagem 

unitária das células foi aplicada a fórmula abaixo, obtendo-se a estimativa do 

total de células em cultivo. 

 
 

Nº total de células/ml = nº de células contadas x fator de diluição x 104
 

Nº de quadrantes contados 

 
 

Para as subculturas das linhagens celulares de melanoma 

(A2058 e SK-MEL-5) e linhagem controle (MRC5), uma densidade de 2 x 104 

células e 3 x 104 células/cm2, respectivamente, foi semeada em placas de Petri 

de poliestireno de 60 mm (Kasvi, Brasil). 

As células foram incubadas com 2,5 mL do meio completo em 

estufas a 37ºC, com atmosfera de CO2 a 5% e umidade de 75%. Ao atingirem a 
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confluência de 70% as culturas de celulares foram tratadas com EHAAS nas 

concentrações de 25 µg/mL, 50 µg/mL, 75 µg/mL, 100 µg/mL, 200 µg/mL e 400 

µg/mL. Como controle positivo, utilizamos 100 µg/mL de ciclofosfamida, agente 

alquilante comumente empregado na quimioterapia metronômica de melanoma 

metastático (BORNE et al., 2010), e como controle negativo, utilizamos 2,5 mL 

do meio completo a linhagem. 

 
4.4 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE 

4.4.1 Ensaio de Anexina-V/IP 

O ensaio de Anexina-V/IP é uma técnica amplamente 

empregada para avaliar a citotoxicidade de substâncias in vitro, já que possibilita 

diferenciar as vias de morte celular (apoptose e necrose), bem como avaliar o 

estágio da apoptose (inicial e tardia). Neste ensaio, é possível identificar células 

que iniciaram o processo apoptótico pela exposição de resíduos de 

fosfatidilserina da membrana plasmática. A anexina V é uma proteína Ca++ 

dependente conjugada a um fluorófuro (geralmente FITC), que possui alta 

afinidade para a fosfatidilserina, e assim liga-se permitindo detectar através da 

fluorescência conjugada, células apoptóticas (MILLER, 2004; VAN ENGELAND 

et al., 1998). 

Em estágios tardios de apoptose e em estágios necróticos, há 

uma progressiva perda da integridade da membrana celular, permitindo que o 

segundo componente deste ensaio, iodeto de Propídio (IP) se intercale ao DNA 

e também emita fluorescência durante a análise (VAN ENGELAND et al., 1998). 

Assim, torna-se possível fazer uma distinção entre os tipos de morte celular: 

células em apoptose inicial serão positivas para Anexina V e negativas para IP, 

pois terão externalizado a fosfatidilserina, mas ainda não são permeáveis ao IP. 

Células em apoptose tardia, serão positivas para Anexina V e para IP, pois os 

resíduos de fosfatidilserina foram expostos e suas membranas estarão em parte 

degradadas, tornando-as permeáveis ao IP. E células em necrose serão apenas 

positivas para IP, pois neste estágio suas membranas estão completamente 

degradadas, com ausência da fosfatidilserina para ligação com Anexina V (VAN 

ENGELAND et al., 1998). O resultado é obtido pela análise de citometria de 

fluxo, determinando as populações de células da amostra nos quadrantes 

correspondentes a cada estágio de morte celular (Figura 3). 
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Figura 3 – Ilustração representativa do ensaio de Anexina V/IP 

 

Fonte: St. Michael's Hospital, 2020. 

 
 

Para o ensaio da Anexina-V/IP, as linhagens foram tratadas com 

EHAAS nas concentrações de  25 µg/mL, 50 µg/mL, 75 µg/mL, 100 µg/mL, 200 

µg/mL, 400 µg/mL e incubadas por 24 horas, seguindo os métodos de cultura 

anteriormente descritos. Transcorrido o tempo de incubação de 24 horas, o meio 

foi removido e transferido para tubos Falcon de 15 mL (Sarstedt, Alemanha). Os 

poços foram lavados com PBS (1X) e receberam 300 µL da solução de tripsina- 

EDTA para que a monocamada celular fosse desagregada. A suspensão celular 

foi coletada em 1 mL de meio completo e transferida para os mesmos tubos 

Falcon, compondo assim a amostra de células viáveis e não viáveis após os 

tratamentos recebidos. Após a coleta das células, sob condições de baixa 

luminosidade, foi acrescentado 5 uL de Anexina V-FITC e 1 µL de IP na 

concentração de 100 µg/mL – ambos diluídos em tampão de ligação, conforme 

as recomendações do fabricante do Kit (ThermoFisher Scientific, EUA). As 

células foram incubadas por 15 minutos em ambiente protegido de luz. 

Transcorrido este tempo, as células foram centrifugadas por 5 minutos a 1.200 

rpm. O pellet obtido, foi homogeneizado com o auxílio de uma pipeta em 300 uL 

de PBS (1X). As células foram analisadas no citômetro de fluxo BD Accuri (BD 
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Bioscience, EUA), empregando o filtro FL1 (533 ±15 nm) para quantificar a 

Anexina-V-FITC e FL4 (675 ±12.5 nm) para PI. Os resultados foram analisados 

no software Accuri (BD Bioscience, EUA) por gráficos density plot, tendo sido 

realizada a devida compensação multicolor devido a sobreposição espectral do 

fluorocromo FITC com o IP, conforme mostrado na (Figura 4). 

 
Figura 4 – Sobreposição espectral dos fluorocromos FITC e IP. 

 

Fonte: BD Biosciences. 

 
 

Foram classificadas como células em apoptose inicial aquelas 

com marcação somente para Anexina-V, e como células em apoptose tardia, as 

com dupla marcação de Anexina-V e IP. Para necrose, foram consideradas 

células somente com marcação para PI, e como células viáveis, células sem 

nenhuma marcação, conforme Figura 3. 

 
4.5 ANÁLISE DO POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL (ΔΨm) 

Tendo em vista que a atividade citotóxica das saponinas 

(metabólito secundário presente no EHAAS) se deve a permeabilização da 

membrana interna das mitocôndrias e a consecutiva depleção na síntese de ATP 

(YOSHIMOTO; KAMIYA, 1984), este estudo também avaliou o potencial de 

membrana mitocondrial (ΔΨm) após o tratamento com as diferentes 

concentrações do EHAAS. A manutenção do ΔΨm é a crucial à síntese de ATP 

e, consequentemente, à viabilidade celular (YOSHIMOTO; KAMIYA, 1984). 
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Para avaliar o potencial de membrana mitocondrial, sondas com 

fluoróforos catiônicos podem ser utilizadas, uma vez que são sequestradas e 

acumuladas permanentemente na a matriz mitocondrial (WANG et al., 2019). A 

exemplo disso, a sonda MitoTracker® Deep Red (Thermo Fisher Scientific, EUA) 

permite analisar o potencial mitocondrial através da intensidade de fluorescência 

emitida (FRICK et al., 2015). Esta quantificação da fluorescência pode ser 

avaliada por diferentes métodos. Porém, a citometria de fluxo é o mais 

empregado, já que permite avaliar quantitativamente a fluorescência emitida e o 

percentual de células marcadas (VIZLER; GLAVINAS, 2002). 

Para avaliar o ΔΨm das linhagens de melanoma (SK-MEL 5 e 

A2058) e da linhagem controle (MRC5) foram semeadas 0,5 x 104 células/cm2 e 

a 3 x 104 células/cm2 respectivamente em microplacas de 6 poços (Corning, 

EUA). As células foram incubadas com 2 mL de meio completo, conforme 

descrito no Quadro 3. Ao atingirem a confluência de 70%, as linhagens MRC5, 

SK-MEL 5 e A2058 foram tratadas com o EHAAS. O tratamento ocorreu no 

período de 24 horas nas concentrações de 25 µg/mL, 50 µg/mL, 75 µg/mL, 100 

µg/mL, 200 µg/mL e 400 µg/mL. Como controle positivo, foi utilizado 100 µg/mL 

de ciclofosfamida e como controle negativo, 2 mL de meio completo. 

Transcorrido o tempo de 24horas, foram adicionados aos poços 

2 mL de meio completo contendo 500 nM da sonda MitoTracker® Deep Red FM 

(Invitrogen, EUA) diluída em DMSO.. A sonda foi incubada por 40 minutos a 

37°C. Após esse tempo, a monocamada celular foi enzimaticamente 

desagregada com 300 µL de solução Tripsina-EDTA (Vitrocell, Brasil) por 3 

minutos. Então, foi adicionado1 mL de meio completo aos poços. A suspensão 

celular foi coletada e transferida para tubos de polipropileno de 1,5 mL (Sarstedt, 

Alemanha). As células foram centrifugadas a 1.200 rpm por 5 minutos, 

descartando-se o sobrenadante. O pellet foi homogeneizado com 300 µL de PBS 

(1X) e as células foram analisadas no citômetro de fluxo Accuri C6 (BD 

Bioscience, EUA). Foram analisados um total de 10.000 eventos empregando o 

filtro FL4, na faixa de 675 ±12.5 nm. Os resultados foram analisados no software 

FlowJo™ versão V10 (TreeStar, EUA) por meio de histogramas, relacionando a 

porcentagem de células que apresentaram marcação para a sonda 

MitoTracker® Deep Red FM (Invitrogen, EUA). 
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As análises estatísticas foram realizadas através do teste 

paramétrico One-Way ANOVA, seguido do teste post-hoc de Turkey, ambos com 

nível de significância de 5% (p<0,05). Tais análises foram realizadas com o 

software GraphPad Prism. 

 
4.6 ANÁLISE DA PRODUÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 

(ROS) 

Buscando confirmar uma depleção do potencial de membrana 

mitocondrial, a etapa seguinte consistiu na avaliação dos níveis de espécies 

reativas de oxigênio (ROS). 

As ROS são moléculas instáveis, originadas da redução do 

oxigênio celular consumido durante a respiração, podendo se apresentar em: 

peróxido de hidrogênio (H2O2), ânions superóxidos (O2) e radicais hidroxila (OH-
 

) (DA SILVA et al., 2010). Logo, em havendo uma diminuição do potencial de 

membrana mitocondrial, é esperado que haja uma diminuição das ROS (ZOROV 

et al.,, 2006). Por outro lado, com a permeabilização da membrana mitocondrial, 

decorrente da ação das saponinas presentes no EHAAS, seria esperada a 

liberação das ROS presentes no lúmen mitocondrial para o citosol. 

Desta forma, avaliamos os níveis de ROS em células de 

melanoma metastático e controle empregando o ensaio de diacetato de dicloro- 

diidro-fluoresceína (DCFH-DA). Este ensaio se baseia na capacidade do DCFH- 

DA se difundir través das membranas e, ao reagir com as ROS, ser oxidado e 

transformada em uma molécula fluorescente (DCF), a qual pode ser 

quantitativamente avaliada por citometria de fluxo (HALLIWELL et al., 2004; 

KALYANARAMAN et al., 2012). 

Para o ensaio da DCFH-DA, a linhagem controle (MRC5) e as 

linhagens de melanoma metastático (SK-MEL 5 e A2058) foram semeadas a 

uma densidade de 3 x 104 células/cm2 e a 0,5 x 104 células/cm2 em microplacas 

de 6 poços (Corning, EUA), respectivamente. As células foram incubadas com 2 

mL de meio de cultura, conforme descrito no Quadro 3. 

Ao atingirem a confluência de 70% as células foram tratadas 

com o EHAAS por 24 horas nas concentrações de 25 µg/mL, 50 µg/mL, 75 

µg/mL, 100 µg/mL, 200 µg/mL, 400 µg/mL. Como controle positivo, foi utilizado 

100 µg/mL de ciclofosfamida e como controle negativo, 2 mL de meio completo. 
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Transcorrido o tempo de 24 horas, o meio foi descartado. Na 

sequência, foi adicionado 1 mL de meio completo, contendo 100 μM da sonda 

DCFH-DA (Sigma-Aldrich, Alemanha). As placas foram incubadas em estufas 

por 40 minutos a 37°C e, em seguida, o meio foi removido. Foram adicionados 

300 µL da solução de Tripsina-EDTA (Vitrocell, Brasil) por 3 minutos, para que a 

monocamada celular fosse desagregada. As células de cada poço foram 

coletadas em 1 mL de meio completo e transferidas á tubos de polipropileno de 

1,5 mL (Sarstedt, Alemanha). Em seguida, as células foram centrifugadas por 5 

minutos à 1.200 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi 

homogeneizado com 300 µL de PBS (1X). O material foi analisado no citômetro 

de fluxo Accuri C6 (BD Bioscience, EUA), sendo avaliados 10.000 eventos 

empregando o filtro FL1 na faixa de 533 ±15 nm. Os resultados foram analisados 

por meio dos softwares Accuri e FlowJo™ versão V10 (TreeStar, EUA) 

empregando histogramas baseados no percentual de células marcadas para a 

sonda DCFH-DA. 

As análises estatísticas foram realizadas através do teste 

paramétrico One-Way ANOVA, seguido do teste post-hoc de Turkey, ambos com 

nível de significância de 5% (p<0,05). Tais análises foram realizadas com o 

software GraphPad Prism. 

 
4.7 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL GENOTÓXICO DO EXTRATO 

4.7.1 Ensaio de Histona γH2AX 

A detecção da histona γH2AX por meio de citometria de fluxo 

permite identificar quebras-duplas no DNA (DSBs – double-strand breaks), 

sendo considerado um método de alta sensibilidade na detecção de 

clastogenicidade) (MODESTI et al., 2001). As DSBs representam o tipo mais 

grave de lesão no material genético (CHEN et al., 2001). Quando as DSBs 

ocorrem, proteínas histona H2A são fosforiladas no resíduo Ser139, passando a 

se chamar γH2AX (PAULL et al.,2000). 

Considerando que cada fosforilação é proporcional a cada DSB, 

a análise dos níveis de expressão de γH2AX permite avaliar o índice de 

clastogenicidade (PAULL et al., 2000). 

Para isto, as linhagens de melanoma metastático (SK-MEL 5 e 

A2058) e controle foram semeadas a uma densidade de 0,5 x 104 células/cm2 e 



43 
 

3 x 104 células/cm2 respectivamente, em microplacas de 6 poços (Corning, EUA). 

As células foram incubadas com 2 mL de meio completo, conforme descrito no 

Quadro 3. 

As células foram tratadas por 24 horas com o EHAAS nas 

concentrações de 50 µg/mL, 100 µg/mL e 200 µg/mL. Como controle positivo foi 

utilizado 100 µg/mL de ciclofosfamida e como controle negativo, 2 mL de meio 

completo das respectivas linhagens (Quadro 3). Após este período, o meio foi 

descartado, as células foram lavadas com PBS (1X) e a monocamada celular foi 

desagregada com 300 µL de solução Tripsina-EDTA por 3 minutos. A suspensão 

celular foi coletada em 1 mL de meio completo e transferida a tubos de 

polipropileno de 1,5 mL (Sarstedt®, Alemanha). As células foram centrifugadas 

por 10 minutos a 1.200 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi 

homogeneizado em paraformaldeído a 2%, permanecendo neste por 2 horas 

para fixação do material. 

Para remoção do fixador, as células foram centrifugadas a 1.500 

rpm por 5 minutos e lavadas 2 vezes com PBS (1X) a 4°C, repetindo os 

processos de centrifugação. Em seguida, as membranas celulares foram 

permeabilizadas com 300 μL de Tween-20 (Invitrogen, EUA) a 0,1% por 15 

minutos a 4ºC. Este passo se faz importante para permitir que o anticorpo 

γH2AX, de expressão nuclear, acesse o interior da célula. Para a remoção do 

permeabilizante, repetiu-se os processos de centrifugação e lavagem com PBS 

(1X) por 1 vez. 

Para bloquear ligações não-específicas com outros antígenos, 

adicionou-se albumina sérica bovina (BSA, Sigma-Aldrich, EUA) a 5% por 40 

minutos. Na sequência, as células foram incubadas com uma solução contendo 

1μL de anticorpo anti-human-γH2AX (a 10 mg/mL) (Novus Biologicals, EUA) 

produzido em coelho (rabbit) e 50 μL de BSA a 1%. As células permaneceram a 

4°C overnight. Na sequência, as células foram lavadas com PBS (1X) e 

centrifugadas como descrito anteriormente. Em seguida, adicionou-se a solução 

contendo o anticorpo secundário anti-rabbit-IgG conjugado com FITC na diluição 

de 1:1.000 em BSA a 1%. A incubação foi mantida por 1 hora. As células foram 

centrifugadas e lavadas com PBS (1X), como descritos anteriormente. O pellet 

foi ressuspendido em 300 μL de PBS (1X). 
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O material foi analisado no citômetro de fluxo Accuci C6 (BD 

Bioscience, EUA), empregado o filtro FL1 (533 ±15 nm), sendo analisados um 

total de 10.000 eventos. Os resultados foram exportados e analisados no 

software FlowJo™ versão V10 (TreeStar, USA). 

Para a acurácia da técnica, estabeleceu-se dois controles, 

sendo: (1) controle negativo: células de cada linhagem que não foram incubadas 

com os anticorpos primários ou secundários; e (2) controle anticorpo secundário: 

células que foram incubadas apenas com o anticorpo secundário conjugado com 

FITC. O controle 2 permite avaliar a presença de marcações inespecíficas e 

autofluorescência da amostra, que pode acarretar em falsos positivos. As 

análises serão feitas com a mediana de intensidade de fluorescência das células 

tratadas e não tratadas (1-controle negativo), comparadas aos níveis expressão 

do controle com o anticorpo secundário (2). 

 
4.8 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE TRANSPORTADORES DE MEMBRANA 

ABC: MRP1 E MRP3 

Sabendo que o melanoma apresenta altas taxas de resistência 

ás terapias já preconizadas, investigamos a expressão de proteínas 

transportadoras de membrana que estão associadas a resistência a múltiplas 

drogas. 

Estas proteínas, em destaque a família das ABC transporters 

(ATP-Binding Cassette), interferem diretamente na quimiosensibilidade celular a 

diversas substancias e estão superexpressas no processo oncogênico (TURDO 

et al., 2019). Em especial, as proteínas MRP1 (ABCC1) e MRP3 (ABCC3) são 

investigadas em diversos cânceres, inclusive no melanoma, por atuarem no 

transporte de antraciclinas, camptotecinas, alcaloides da vinca, glutianona, 

glucuronato e seus conjugados, (HELMBACH et al., 2003; HUANG; SADE, 2006; 

KRUH; BELINSKY, 2003; WALSH et al., 2008). Neste sentido, o efluxo 

proporcionado por MRP1 e MRP3 poderiam interferir nas respostas citotóxicas 

do EHAAS nas células de melanoma. 

 
Assim, as linhagens de melanoma metastático (A2058 e SK- 

MEL-5) e a linhagem de fibroblasto normal (MRC5) foram semeadas a uma 
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densidade de 3 x 104 células/cm2 e 0,5 x 104 células/cm2 respectivamente, em 

microplacas de 6 poços (Corning®, EUA). 

As células foram incubadas com 2 mL de meio completo 

seguindo os parâmetros descritos anteriormente no Quadro 3. Após atingirem 

70% de confluência, o meio foi descartado, as células lavadas com PBS (1X), e 

a monocamada celular foi desagregada com 300 µL de solução Tripsina-EDTA, 

por cerca de 3 minutos. Em seguida, as células foram fixadas em formaldeído a 

1% por 24 horas. Após a fixação, as células foram centrifugadas a 1.200 rpm 

por 5 minutos a 4°C, descartando-se o sobrenadante. Para a remoção do fixador, 

o pellet foi lavado com 1 mL de PBS (1X) gelado e foi levado novamente a 

centrifugação nas condições descritas acima. 

Na sequência, as células foram tratadas com 200 μL da solução 

de bloqueio (5% de BSA diluído em PBS) por 40 minutos. Posteriormente, as 

células foram centrifugadas nas condições descritas e permeabilizadas com 

Triton X-100 0,2% diluído em PBS por 15 minutos. Após a permeabilização, as 

células foram centrifugadas e incubadas overnight a 4°C com os anticorpos 

primários anti-MRP1 (feito em camundongo - (IU2H10): sc-53130 - mouse) 

(Santa Cruz, EUA) e anti-MRP3 (feito em cabra – (H-16): sc-5774 – goat) (Santa 

Cruz, EUA). Transcorrido este tempo, as células foram lavadas e centrifugadas 

por duas vezes com PBS (1X) gelado. Em seguida, as células foram incubadas 

com os anticorpos secundários Anti-Mouse-IgG (A28175; ThermoFischer, EUA) 

e Anti-goat-IgG (A-21086; ThermoFischer, EUA) conjugados com FITC e TRICT 

respectivamente, por 2 horas a 4°C sob a diluição de 1:2.000 em BSA a 5% 

(diluído em PBS (1X). 

Por fim, as células foram centrifugadas, lavadas com PBS (1X) 

e ressupendidas em 300 μL de PBS (1X). O material foi analisado no citômetro 

de fluxo Accuci C6 (BD Bioscience, EUA) empregado o canal FL1 (533 ±15 nm) 

para FITC e FL3 (670-nm LP) para TRITC, sendo analisados um total de 10.000 

eventos em triplicata. 

Os    dados    obtidos    foram    exportados    e    analisados  

no software FlowJo™ versão V10 (Tree Star Inc., EUA) e GraphPad Prism 

empregando histogramas com base na mediana de intensidade de fluorescência 

(MIF). Para a acurácia da citometria de fluxo, foi estabelecido um controle 
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negativo, feito com a incubação apenas dos anticorpos secundários conjugado 

com FITC e TRICT, a fim de avaliar possíveis ligações inespecíficas destes. 

 
5. RESULTADOS 

 
 

5.1 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE 

5.1.1 Ensaio de Anexina V-IP 

Com base no número de células viáveis foi realizada a ANOVA 

one-way, seguida do teste post-hoc de Tukey. Os resultados destas análises 

mostraram diferenças estatísticas significativas entre as células da linhagem 

A2058 tratadas com o EHAAS e os controles positivos e negativos, tendo sido 

verificada uma expressiva redução do número de células viáveis tratadas com 

todas as concentrações avaliadas do EHAAS (Figura 5). 



 

Nota: Dotplots mostrando a porcentagem de células viáveis (Q1-LL), apoptóticas precoces (Q1-LR), apoptóticas tardias (Q1- 

UR) e necróticas (Q1-UL). Em (A) Controle negativo: sem tratamento; (B) Controle positivo: 100 ug/mL de ciclofosfamida; e de (C) a (H) 

tratamentos realizados com as concentrações do EHAAS. Em (I) histograma mostrando a porcentagem de células vivas após todos os 

tratamentos. As análises estatísticas mostraram que a concentração de 400 ug/mL apresentou o maior potencial citotóxico em relação ao controle 

negativo. Não houve diferença significativa na porcentagem de células vivas entre o o grupo tratado com ciclofosfamida e o grupo sem tratamento 
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Figura 5 - Resultados do ensaio de Anexina V-IP para a linhagem A2058 (melanoma) 

Nota: Dotplots mostrando a porcentagem de células viáveis (Q1-LL), apoptóticas precoces (Q1-LR), apoptóticas tardias (Q1-UR) e necróticas 

(Q1-UL). Em (A) Controle negativo: sem tratamento; (B) Controle positivo: 100 ug/mL de ciclofosfamida; e de (C) a (H) tratamentos realizados 

com as concentrações do EHAAS. Em (I) histograma mostrando a porcentagem de células vivas após todos os tratamentos. As análises 

estatísticas mostraram que a concentração de 400 ug/mL apresentou o maior potencial citotóxico em relação ao controle negativo. Não houve 

diferença significativa na porcentagem de células vivas entre o o grupo tratado com ciclofosfamida e o grupo sem tratamento – controle negativo 
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Entretanto, não foram observadas diferenças estatísticas 

significativas entre os controles positivos e negativos nesta linhagem (Figura 5- 

I). Conforme esperado, o EHAAS provocou um aumento significativo de morte 

celular por apoptose precoce em todas as concentrações testadas (Figura 5). 

Dentre as diferentes concentrações testadas, a concentração de 400 μg/mL de 

EHAAS foi a mais citotóxica para esta linhagem (Fig.5-I). 

Já para a linhagem SK-MEL-5, todos os grupos de tratamento 

apresentaram diferenças estatísticas significativas (p < 0,05) no número de 

células vivas, quando comparada ao controle negativo (Figura 6). Além do mais, 

diferentemente do observado na linhagem A2058, a linhagem SK-MEL-5 

apresentou uma expressiva redução do número de células viáveis após o 

tratamento com ciclofosfamida à 100μg/mL (C+) (Figura 6-B). 

Interessantemente, para a linhagem SK-MEL-5, a concentração de 200 μg/mL 

do EHAAS apresentou a maior citotoxicidade quando comparada as demais 

concentrações testadas (Figura 6). 
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Figura 6 - Resultados do ensaio de Anexina V-IP para a linhagem SK-MEL-5 (melanoma) 
 

Nota: Dotplots mostrando a porcentagem de células viáveis (Q1-LL), apoptóticas precoces (Q1-LR), apoptóticas tardias (Q1-UR) e necróticas 

(Q1-UL). Em (A) Controle negativo: sem tratamento; (B) Controle positivo: 100 ug/mL de ciclofosfamida; e de (C) a (H) tratamentos realizados 

com as concentrações do EHAAS. Em (I) histograma mostrando a porcentagem de células vivas em todos os tratamentos. Os resultados 

mostraram que a ciclofosfamida apresentou o maior potencial citotóxico, seguido do EHAAS a 200 ug/mL. 
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Entretanto, as células tratadas com o EHAAS apresentaram um 

aumento expressivo no número de células necróticas (Figura 6). Resultado 

semelhante também foi observado na linhagem MCR5 (empregada como 

controle neste estudo), onde foi verificado um efeito dose-resposta, com um 

aumento do número de células necróticas com o aumento da concentração do 

EHAAS (Figura 7). Os resultados obtidos dos ensaios de Anexina V-IP para 

todas as linhagens, estão representados comparativamente na Figura 8. 



 

Nota: Dotplots mostrando a porcentagem de células viáveis (Q1-LL), apoptóticas precoces (Q1-LR), apoptóticas tardias (Q1-UR) e necróticas (Q1- 

UL). Em (A) Controle negativo: sem tratamento; (B) Controle positivo: 100 ug/mL de ciclofosfamida; e de (C) a (H) tratamentos realizados com as 

concentrações do EHAAS. Em (I) histograma mostrando a porcentagem de células vivas em todos os tratamentos. Os resultados mostraram um 

efeito dose-resposta nos tratamentos com EHAAS, e um aumento crescente de células necróticas. 
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Figura 7 - Resultados do ensaio de Anexina V-IP para a linhagem MRC5 (fibroblasto normal). 
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Nota: Em (A) linhagem A2058 - melanoma; Em (B) SK-MEL-5 - melanoma; Em (C) MRC5 - fibroblasto normal. 

No eixo X, a concentração de EHAAS utilizada. Em Y, a porcentagem de células em cada estágio de viabilidade, 

após 24 horas de tratamento. Controle negativo (C-): células sem tratamento; Controle positivo (C+): tratamento 

com 100 ug/mL de ciclofosfamida. 

 

Figura 8 - Comparativo dos resultados obtidos para o ensaio de Anexina V-IP 

 

 

 
5.2 ANÁLISE DO POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL (ΔΨm) 

 
 

Visando avaliar se a atividade citotóxica do EHAAS (descrita no 

item 4.1) está associada a perda do potencial de membrana mitocondrial, 

decorrente da interação das saponinas do extrato com a membrana interna da 

mitocôndria, foi avaliado o ΔΨm. 

Os resultados mostraram o tratamento com o EHAAS resultou 

em uma discreta redução do ΔΨm para ambas as linhagens de melanoma 

metastático avaliado (Figura 9; Figura 10), bem como para a linhagem controle 

(MCR5, Figura 11). Também não foram observadas reduções significativas no 

ΔΨm das linhagens tratadas com a ciclofosfamida (Figura 12.) 
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Figura 9 - Análise do potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm): 

resultados do ensaio de MitoTracker para a linhagem A2058 (melanoma) 

 

Nota: Os histogramas mostram a comparação da fluorescência de células não tratadas (em preto), 

e de células com diferentes tratamentos (em vermelho), após 24 horas. O eixo X mostra a 

intensidade de fluorescência, enquanto o eixo Y demonstra o número de células fluorescentes. 

Em (A): controle positivo referente ao tratamento com 100 µg/mL de ciclofosfamida (CP); De (B) 

a (G): tratamentos com as concentrações do EHAAS; Em (H): análise estatística com erro padrão 

dos resultados obtidos. Os tratamentos com EHAAS provocaram uma discreta diminuição do 

potencial de membrana mitocondrial das células, frente ao controle negativo. 
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Figura 10 - Análise do potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm): resultados 

do ensaio de MitoTracker para a linhagem SK-MEL-5 (melanoma) 

 

Nota: Os histogramas mostram a comparação da fluorescência de células não tratadas (em preto), 

e de células com diferentes tratamentos (em vermelho), após 24 horas. O eixo X mostra a 

intensidade de fluorescência, enquanto o eixo Y demonstra o número de células fluorescentes. Em 

(A): controle positivo referente ao tratamento com 100 ug/mL de ciclofosfamida (CP); De (B) a (G): 

tratamentos com as concentrações do EHAAS; Em (H): análise estatística com erro padrão dos 

resultados obtidos. Todos os tratamentos provocaram uma discreta redução do potencial de 

membrana mitocondrial das células, em relação ao controle negativo. 
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Figura 11 - Análise do potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm): resultados 

do ensaio de MitoTracker para a linhagem MRC5 (fibroblasto normal) 

 

Nota: Os histogramas mostram a comparação da fluorescência de células não tratadas (em preto), 

e de células com diferentes tratamentos (em vermelho), após 24 horas. O eixo X mostra a 

intensidade de fluorescência, enquanto o eixo Y demonstra o número de células fluorescentes. Em 

(A): controle positivo referente ao tratamento com 100 ug/mL de ciclofosfamida (CP); De (B) a (G): 

tratamentos com as concentrações do EHAAS; Em (H): análise estatística com erro padrão dos 

resultados obtidos. Apenas o tratamento com EHAAS a 200 µg/mL provocou uma redução 

significativa do potencial de membrana mitocondrial, frente ao controle negativo. 
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Figura 12 – Comparativo das análises estatísticas do potencial de membrana 

mitocondrial (ΔΨm), entre as linhagens do estudo 

Nota: Análise do potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm): A concentração de 400 ug/mL do EHAAS 

provocou a mais drástica diminuição no potencial de membrana mitocondrial nas linhagens cancerígenas (A 

e B). Entretanto, esta concentração não foi capaz de reduzir significativamente o potencial de membrana 

mitocondrial das células controle (C). 

 

 

5.3 ANÁLISE DA PRODUÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO (ROS) 

 
 

Considerando que a apoptose geralmente promove o aumento 

do estresse oxidativo e que as células cancerígenas apresentam um ambiente 

redox devido as alterações no metabolismo energético, avaliamos os níveis de 

ROS nas diferentes linhagens. Ademais, considerando a atividade antioxidante 

previamente relatada do EHAAS, os resultados na análise dos níveis de ROS 

fornecem informações importantes sobre sua possível atuação adjuvante em 

quimioterápicos. 

Os resultados mostraram o tratamento com EHAAS resultou 

em uma discreta redução dos níveis de ROS para ambas as linhagens de 

melanoma metastático (A2058 e SK-MEL-5), a qual foi mais expressiva com os 

tratamentos nas concentrações de 200 e 400 µg/mL (Figura 13; Figura 14). 
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Figura 13 - Análise da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS): 

resultados dos ensaios de DCFH-DA para a linhagem A2058 (melanoma) 

 

Nota: Os histogramas comparam a fluorescência de células não tratadas (em preto), com a de 

células com diferentes tratamentos (em vermelho), após 24 horas. O eixo X mostra a intensidade 

de fluorescência, enquanto o eixo Y demonstra o número de células fluorescentes. Em (A): 

controle positivo referente ao tratamento com 100 ug/mL de ciclofosfamida (CP); De (B) a (G): 

tratamentos com as concentrações do EHAAS; Em (H): análise estatística com erro padrão dos 

resultados obtidos. Todos os tratamentos com EHAAS diminuíram o ROS celular, mesmo que em 

pequenas proporções, sendo as concentrações de 400 ug/mL e 200 µg/mL as mais significativas 

frente ao controle negativo. 
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Figura 14 - Análise da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS): 

resultados dos ensaios de DCFH-DA para a linhagem SK-MEL-5 (melanoma) 

Nota: Os histogramas mostram a comparação da fluorescência de células não tratadas (em 

preto), e de células com diferentes tratamentos (em vermelho), após 24 horas. O eixo X mostra a 

intensidade de fluorescência, enquanto o eixo Y demonstra o número de células fluorescentes. 

Em (A): controle positivo referente ao tratamento com 100 ug/mL de ciclofosfamida (CP); De (B) 

a (G): tratamentos com as concentrações do EHAAS; Em (H): análise estatística com erro padrão 

dos resultados obtidos. O tratamento com a ciclofosfamida e os tratamentos com EHAAS a 

75µg/mL 200 µg/mL e 400 µg/mL reduziram significativamente os níveis de ROS, frente ao 

controle negativo. 
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Já para a linhagem controle (MCR5) foi verificado uma redução 

significativa dos níveis de ROS entre as células tratadas com o EHAAS a 

200µg/mL e 400µg/mL com relação ao controle negativo – sem tratamento 

(Figura 15). Constatou-se também um aumento significativo dos níveis de ROS 

após o tratamento das células com EHAAS a 25µg/mL. No geral, exceto para 

o tratamento com a 25µg/mL na linhagem MRC5, os níveis de ROS não 

aumentaram após os tratamentos com EHAAS (Figura 16). 
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Figura 15 - Análise da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS): 

resultados dos ensaios de DCFH-DA para a linhagem MRC5 (fibroblasto 

normal) 

Nota: Os histogramas mostram a comparação da fluorescência de células não tratadas (em 

preto), e de células com diferentes tratamentos (em vermelho), após 24 horas. O eixo X mostra 

a intensidade de fluorescência, enquanto o eixo Y demonstra o número de células fluorescentes. 

Em (A): controle positivo referente ao tratamento com 100 ug/mL de ciclofosfamida (CP); De (B) 

a (G): tratamentos com as concentrações do EHAAS; Em (H): análise estatística com erro padrão 

dos resultados obtidos. Os tratamentos com EHAAS a 200 µg/mL e 400 µg/mL reduziram 

significativamente os níveis de ROS, frente ao controle negativo. 
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Figura 16 - Comparativo das análises de níveis de ROS entre as linhagens do 

estudo 

 

Nota: Maiores concentrações de EHAAS foram capazes de reduzir significativamente os níveis de ROS tanto 

nas linhagens cancerígenas (A e B), quanto na linhagem saudável (C), sendo elas 200 µg/mL e 400 ug/mL. 

Curiosamente, células da linhagem controle tratadas com EHAAS a 25 ug/mL apresentaram um aumento 

significativo dos níveis de ROS (C), quando comparadas ao controle negativo – sem tratamento. 

 
 

5.3 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL GENOTÓXICO DO EXTRATO 

 
 

A fosforilação do resíduo de tirosina 139 das histonas H2AX, (ƴ-H2AX) 

tem sido empregada como um importante marcador de genotoxiciade, pois permite 

detectar quebras-duplas no DNA (DSBs). 

Tendo em vista que processo de apoptose é acompanhado pela 

fragmentação do DNA (BORTNER; OLDENBURG; CIDLOWSKI, 1995), avaliamos os 

níveis de clastogenicidade das linhagens tratadas com o EHAAS através do ensaio 

de histona γ-H2AX, submetido apenas nos tratamentos com 50 µg/mL, 100 µg/mL e 

200 µg/mL devido a limitação da quantidade de reagentes disponíveis para este 

ensaio. 

Os resultados mostraram que o tratamento com o EHAAS promoveu 

um discreto aumento dos níveis de clastogenicidade na linhagem A2058 (Figura 17). 
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Figura 17 - Avaliação do potencial genotóxico do extrato: Ensaio de histona 

γH2AX para a linhagem A2058 (melanoma) 

 

Nota: O eixo X mostra a intensidade de fluorescência, enquanto o eixo Y demonstra o número de células 

fluorescentes. Em (A), representa-se a fluorescência obtida em células sem tratamento, descritas pela linha 

vermelha, sob concentração nula de EHAAS. Em (B) tratamento realizado com ciclofosfamida a 100 µg/mL. 

De (C) a (E) tratamentos realizados com EHAAS nas diferentes concentrações descritas. A concentração de 

200 ug/mL de EHAAS apresentou a maior porcentagem de yH2AX dentre os tratamentos (E), notada pelo 

deslocamento à direita do pico em vermelho. Em (F), histograma representando comparativamente os índices 

de genotoxicidade obtidos após os tratamentos testados. 

 
 
 

Entretanto, o tratamento com o extrato promoveu um 

expressivo aumento dos números DSBs na linhagem SK-MEL-5, sobretudo na 
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concentração de 100 µg/mL (Figura 18). Estes sugerem que a linhagem SK- 

MEL-5 apresenta uma maior internalização do EHAAS. 

 
Figura 18 - Avaliação do potencial genotóxico do extrato: Ensaio de histona 

γH2AX para a linhagem SK-MEL-5 (melanoma) 

 

Nota: O eixo X mostra a intensidade de fluorescência, enquanto o eixo Y demonstra o número de células 

fluorescentes. Em (A), representa-se a fluorescência obtida em células sem tratamento, descritas pela 

linha vermelha, sob concentração nula de EHAAS. Em (B) tratamento realizado com ciclofosfamida a 100 

µg/mL. De (C) a (E) tratamentos realizados com EHAAS nas diferentes concentrações descritas. A 

concentração de 100 ug/mL de EHAAS apresentou a maior porcentagem de yH2AX dentre os tratamentos 

(D), notada pelo deslocamento à direita do pico em vermelho. Em (F), histograma representando 

comparativamente os índices de genotoxicidade obtidos após os tratamentos testados. 



64 
 

Interessantemente, a ciclofosfamida (100 µg/mL) apresentou 

baixos níveis de clastogenicidade para ambas as linhagens de melanoma 

metastático (Figura 17; Figura 18). Entretanto, a droga mostrou um elevado 

potencial clastogênico para a linhagem MRC5 (Figura 19). 

 
Figura 19 - Avaliação do potencial genotóxico do extrato: Ensaio de histona 

γH2AX para a linhagem MRC5 (fibroblasto normal) 

Nota: O eixo X mostra a intensidade de fluorescência, enquanto o eixo Y demonstra o número de células 

fluorescentes. Em (A), representa-se a fluorescência obtida em células sem tratamento, descritas pela 

linha vermelha, sob concentração nula de EHAAS. A ciclofosfamida (B) apresentou a maior 

porcentagem de yH2AX dentre os tratamentos. Em (F), histograma representando comparativamente 

os índices de genotoxicidade obtidos após os tratamentos testados. 
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Estes dados indicam que, embora a ciclofosfamida tenha 

apresentado uma atividade citotóxica altamente satisfatória para a linhagem 

SK-MEL-5 (Figura 6), ela apresenta um potencial mutagênico sistêmico, 

podendo contribuir com a iniciação de malignidades secundárias. 

 
5.4 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE TRANSPORTADORES DE MEMBRANA ABC: 

MRP1 E MRP3 

 
Sabendo que o melanoma metastático possui baixas taxas de 

resposta ás quimioterapias convencionais (WILSON; SCHUCHTER, 2016), e que a 

superexpressão de proteínas ABC transporters pode atuar diretamente neste 

processo (KALAL; UPADHYA; PAI, 2017), investigamos os níveis de MRP1 e MRP3 

nas linhagens de melanoma (A2058; SK-MEL-5) e controle (MRC5). A análise destas 

ABC transporters que estão associadas a resistencia a multiplas nos auxilia a 

compreender as diferentes respostas citotóxicas obtidas frente aos tratamentos com 

EHAAS. 

Os resultados mostraram que a linhagem de melanoma SK-MEL-5 

apresenta uma maior expressão de MRP1 quando comparada a linhagem A2058, 

apesar de ambas estarem superexpressando MRP1 (Figura 20). Entretanto, a 

linhagem MRC5 (fibroblasto normal) teve os maiores níveis de expressão para MRP1, 

comparada as demais linhagens (Figura 20). 
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Figura 20 – Resultados da análise de expressão de MRP1 para as linhagens 

de melanoma (A2058; SK-MEL-5) e MRC5 (fibroblasto normal) 

 

Nota: O eixo X mostra a intensidade de fluorescência, enquanto o eixo Y demonstra o número de 

células fluorescentes. As linhas vermelhas descrevem a fluorescência obtida nas diferentes 

linhagens (A - C), de maneira comparativa ao controle negativo experimental, descrito pelas linhas 

pretas. Em (D), histograma relacionando os resultados obtidos sob a mediana de intensidade de 

fluorescência das linhagens estudadas. Entre as linhagens de melanoma, a SK-MEL-5 expressa 

maiores níveis de MRP1. 

 
 
 

Para a proteína MRP3 não foram verificados níveis 

significativos de expressão nas linhagens investigadas, os quais revelaram-se 

muito similares ao controle negativo experimental, e pouco representativos 

visual (Figura 21). 
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Figura 21 - Resultados da análise de expressão de MRP3 para as linhagens 

de melanoma (A2058; SK-MEL-5) e MRC5 (fibroblasto normal) 

 

Nota: O eixo X mostra a intensidade de fluorescência, enquanto o eixo Y demonstra o número de 

células fluorescentes. As linhas vermelhas descrevem a fluorescência obtida nas diferentes 

linhagens (A - C), de maneira comparativa ao controle negativo experimental, descrito pelas linhas 

pretas. Em (D), histograma relacionando os resultados obtidos sob a mediana de intensidade de 

fluorescência das linhagens estudadas. Os resultados mostraram que não há expressão 

significativa de MRP3 nas linhagens investigadas, onde os níveis de fluorescência obtidos foram 

similares ao controle negativo experimental. 
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6. DISCUSSÃO 

 
 

O melanoma representa o tipo histológico mais grave de câncer de 

pele, com uma taxa de mortalidade mundial próxima de 73% (CARR et al., 2019; 

DEVITA; LAWRENCE et al., 2015; IARC, 2018; NIKOLAOU et al.,2014). Se 

diagnosticado ainda no estádio inicial, o melanoma pode ser curável. Porém, nos 

estádios mais avançados, como no melanoma metastático, a doença geralmente é 

fatal (GOGAS; KIRKWOOD; SONDAK, 2007). 

A elevada mortalidade por melanoma pode ser atribuída a 

agressividade da doença, bem como a baixa eficiência dos quimioterápicos 

disponíveis, sobretudo para pacientes com melanoma metastático (BHATIA; TYKODI; 

THOMPSON, 2009; GOGAS; KIRKWOOD; SONDAK, 2007; TENTORI; LACAL; 

GRAZIANI, 2013). 

Estudos mostram que o tratamento com apenas um quimioterápico 

apresenta uma taxa de resposta satisfatória em menos de 20% dos casos (GOGAS; 

KIRKWOOD; SONDAK, 2007) (Quadro 1). Por isso, tem sido proposto a combinação 

de diferentes quimioterápicos para o tratamento do melanoma (GOGAS; KIRKWOOD; 

SONDAK, 2007) Porém, embora a combinação de três ou mais quimioterápicos tenha 

mostrado um aumento da taxa de resposta, este valor ainda se encontra abaixo de 

uma taxa satisfatória. 

Além do mais, os quimioterápicos atualmente utilizados no tratamento 

do melanoma (Quadro 1), apresentam severos efeitos colaterais, como queda de 

cabelo, mielosupressão, neuropatia periférica e dores ósseas (DOMINGUES et al., 

2018; GUERRA et al., 2019; WILSON; SCHUCHTER, 2016). 

Desta forma, faz-se necessário investir na prospecção de novos 

agentes antineoplásicos que possam ser utilizados em combinação com outras drogas 

a fim de aumentar a taxa de sobrevida dos pacientes com a doença avançada, número 

este que encontra-se abaixo de 10% (FIRESCU et al., 2019; GOGAS; KIRKWOOD; 

SONDAK, 2007; STRUB; BALLOTTI; BERTOLOTTO, 2020). 

Neste sentido, é sabido que uma série de fitoquímicos apresentam 

atividade antineoplásica (CHINEMBIRI et al., 2014; GREENWELL; RAHMAN, 2015; 

IQBAL et al., 2019). Por isso, o interesse na bioprospecção destes fitoquímicos vem 
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atraindo a atenção de pesquisadores ao redor do mundo (GREENWELL; RAHMAN, 

2015; BAHMANI et al., 2017; HEIDARIAN et al., 2013; CONKLIN, 2004). 

Neste contexto, os países da América Latina detém grande parte da 

biodiversidade mundial (CALIXTO, 2005). 

Por possuir a maior diversidade vegetal, com mais de 45.000 espécies 

catalogadas, o que representa 20-22% do total de plantas existentes na Terra, o Brasil 

detém uma fonte quase inesgotável de plantas para a bioprospecção de fitoquímicos 

(BRANDÃO et al., 2008; CALIXTO, 2005; DUTRA et al., 2016). 

Neste sentido, a região Nordeste do Brasil abriga uma rica diversidade 

botânica, contando com mais de 650 espécies vegetais descritas, pertencentes a 407 

gêneros e 11 famílias (AGRA et al., 2008). 

Embora grande parte das espécies vegetais presentes no Nordeste 

seja utilizada na medicina popular, poucas informações acerca das propriedades 

farmacológicas, bem como da biossegurança do uso destes produtos naturais 

encontra-se disponível. 

Por apresentar características climáticas e geológicas favoráveis, a 

região Nordeste se tornou o maior produtor e fornecedor mundial de fibras de sisal 

(Agave sisalana Perrine) (BARRETO et al., 2017; DUNDER et al., 2010b; SANTOS; 

BRANCO, 2009). 

Em 2011, a produção mundial do sisal excedeu 410 mil toneladas, 

sendo que deste total, o Brasil foi responsável por 283 mil toneladas, representando 

69% da produção mundial (DAVID et al., 2015). O Estado da Bahia é responsável por 

95% da produção nacional de A. sisalana, fazendo o cultivo do sisal uma importante 

atividade econômica para o Estado (SANTOS; BRANCO, 2009). Entretanto, a 

indústria do sisal utiliza apenas 4% das massa da A. sisalana, sendo que os 96% 

restante, que inclui a mucilagem e o suco do sisal, são tratados como subprodutos, 

sendo geralmente descartado no solo (CHEN et al., 2009; DUNDER et al., 2010b; 

SANTOS; BRANCO, 2009). Estes subprodutos do sisal são ricos em saponinas 

esteroidais, que são usadas pela indústria farmacêutica para a semi-síntese de 

corticoesteroides. Além do mais, os extratos da Agave ssp. têm mostrado diferentes 

propriedades farmacológicas (DEBNATH et al., 2010). 
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Os extratos obtidos por meio da hidrólise ácida da Agave sisalana 

Perrine (EHAAS) é um dos extratos que se encontra sob investigação por nosso 

grupo. 

Em estudos anteriores já mostramos que o EHAAS (nas 

concentrações de 25 μg/mL, 50 μg/mL e 100 μg/mL) é capaz de induzir a apoptose 

em células VERO (ARALDI et al., 2018). A ação citotóxica do EHAAS tem sido 

atribuída a presença de saponinas – glicosídeo anfipático produzido pelo metabolismo 

secundário da Agave sisalana Perrine, cuja atividade antineoplásica vem sendo 

descrita desde a década de 1940 (BUTROS, 1948; DAVID et al., 2015) 

Por apresentar atividade citotóxica e elevadas concentrações de 

saponinas, o EHAAS desponta como um promissor alvo biotecnológico para o 

tratamento de diferentes malignidades, incluindo o melanoma metastático. 

Dessa forma, avaliamos o potencial citotóxico e genotóxico dos extratos de 

EHAAS para duas linhagens celulares de melanoma metastático (A2058 e SK-MEL- 

5). 

Inicialmente, avaliamos a atividade citotóxica do EHAAS e da 

ciclofosfamida nestas linhagens celulares. Interessantemente, os resultados desta 

análise mostraram que a linhagem SK-MEL-5 foi mais susceptível ao efeito citotóxico 

da ciclofosfamida (CP), ao passo que a linhagem A2058, ao EHAAS (Figura 5; Figura 

6). Além do mais, verificamos que a morte celular predominante nesta linhagem foi a 

necrose, ao passo que na linhagem A2058, que se mostrou menos susceptível a 

atividade citotóxica dos agentes, foi observado que o tipo de morte celular 

predominante foi a apoptose (Figura 8). 

A via de morte da apoptose é interessante na terapia oncogênica, pois 

dentre as demais vias, a apoptose é altamente programada por uma rede de 

sinalizações evitando a indução de inflamações (DE BRUIN et al., 2008). Entretanto, 

sabe-se que a via da necrose também pode de ser regulada, através de ligantes como 

o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) ou Fas e seus receptores em um processo 

conhecido por necroptose (DE BRUIN et al., 2008; VERCAMMEN et al., 1998). 

Caracteristicamente necroptose é observada especialmente em células que 

apresentam superexpressão da quinases RIP1, como a linhagem SK-MEL-5, a qual 

confere resistência a apoptose (DE BRUIN et al., 2008; FESTJENS et al., 2007). A 

RIP1 recruta RIP3, outra quinase, e desencadeia sinais de morte pela via de necrose, 
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fato já relatado em células de melanoma (LIU et al., 2015). Além disso, estudos 

anteriores mostraram que a RIP1 confere resistência a apoptose através da ativação 

de NF-kB, tornando estas células resistentes a medicamentos inibidores de BRAF, 

como o Vemurafenib (LEI et al., 2018; LIU et al., 2015). 

Estes resultados sugerem que o EHAAS a 75 µg/mL poderia ser 

utilizado em combinação com outros quimioterápicos já preconizados para o 

tratamento de pacientes que apresentem o mesmo perfil mutacional da linhagem 

A2058. Ao passo que ciclofosfamida desponta como um possível quimioterápico para 

o tratamento de pacientes com melanoma metastático com o perfil mutacional da 

linhagem SK-MEL-5. 

Além do mais, foi verificado que as concentrações de abaixo de 50 

µg/mL de EHAAS mostraram uma baixa citotoxicidade à linhagem MRC5 (fibroblasto 

humana), sugerindo que nestas condições, o extrato apresenta baixa atividade 

citotóxica sistêmica (Figura 7). 

Esta diferença de respostas frente aos tratamentos com o EHAAS e 

a CP pode ser justificada pelo background genético das linhagens testadas. Estes 

dados reforçam ainda o papel da heterogeneidade neoplásica de diferentes repostas 

terapêuticas observadas nos pacientes. Isto porque, embora as linhagens A2058 e 

SK-MEL-5 sejam derivadas do mesmo tipo histológico (metástase linfonodal de 

melanoma), a linhagem SK-MEL-5 é reconhecida por possuir um fenótipo tumoral 

mais agressivo quando comparada a linhagem A2058, pois apresenta mutações 

relevantes em genes reguladores da proliferação, como EGFR, CDK4 e TP53 

(EXPASY, 2020; SIGISMUND et al., 2018; LEARY et al.,2016; WEEDON et al., 2006). 

Além disso, esta linhagem apresenta mutações no promotor TERT, desencadeando 

uma imortalização celular pelo alongamento dos telômeros, fato que já foi relacionado 

com um pior prognóstico para pacientes de melanoma (COSTA et al., 2016; NAGORE 

et al., 2016; OSELLA-ABATE et al., 2019). 

Ambas as linhagens apresentam o gene BRAF mutado, que é um 

regulador da via de sinalização da proteína quinase ativada por mitogênio (MAPK) 

(HARTMANN et al., 2018). O BRAF quando mutado, geralmente no códon 600 

(variação V600), fosforila e ativa proteínas MEK da via das MAP quinases, 

estimulando sinais de proliferação e sobrevivência das células tumorais (HARTMANN 

et al., 2018; MONTAGUT et al., 2009). A mutação BRAF V600 é relatada em diversas 
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neoplasias, e tem sido sugerida como um biomarcador de diagnóstico e tratamento 

de melanoma (DONG et al., 2003; HARTMANN et al., 2018; KALAL; UPADHYA; PAI, 

2017). Entretanto, mesmo uma mutação sendo frequente dentro da mesma neoplasia, 

a heterogeneidade do câncer discutida aqui, revela a dificuldade em obter respostas 

celulares semelhantes a mesma droga terapêutica (CHENG et al., 2018; TURAJLIC 

et al., 2019). Ao descrevermos estas características que ditam a responsividade das 

linhagens cancerígenas, contribuímos na descrição de perfis tumorais e 

consequentemente no direcionamento de novas terapias. 

A fim de melhor compreender a atividade citotóxica do EHAAS e da 

ciclofosfamida, foi realizada a análise do potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm), 

uma vez que a sua redução está relacionada com vias de morte celular por apoptose 

(REDZA-DUTORDOIR et.al., 2016). Ademais, estudos já mostram que as saponinas 

presentes no EHAAS interagem com a membrana interna da mitocôndria, 

promovendo a redução do ΔΨm e, por consequência, a apoptose (JI et al., 2012; LI 

et al., 2013). 

Os resultados desta análise mostraram uma discreta redução do 

ΔΨm de células SK-MEL-5 tratadas com o EHAAS nas concentrações de 50 µg/mL, 

75 µg/mL e 400 µg/mL (Figura 10). Entretanto, foi observada uma expressiva redução 

do potencial de membrana nas células A2058 tratadas com todas as concentrações 

testadas do EHAAS (Figura 9). Estes resultados reforçam o processo de necroptose 

induzida pelo EHAAS na linhagem SK-MEL-5, já que, ao contrário da apoptose, esta 

via não está necessariamente ligada a depleção energética das mitocôndrias 

(MARSHALL et al., 2014; TAIT et al., 2013). Contudo, para a linhagem A2058, a 

redução do ΔΨm condiz com a atividade apoptótica provocada pelo EHAAS, conforme 

verificado pelo ensaio de anexina V/PI (Figura 5). 

Entretanto, não foram observadas diferenças estatísticas 

significativas no potencial de membrana mitocondrial de células tratadas com a 

ciclofosfamida para as linhagens A2058 e SK-MEL-5 (Figura 12). Resultado 

semelhante também foi verificado na linhagem MRC5 (Figura 11). Este resultado está 

de acordo com a farmacodinâmica do quimioterápico. Isto porque, a ciclofosfamida 

não depleta a produção de ATP, mas sim prove a clivagem do DNA resultando na 

apoptose (EMADI; JONES; BRODSKY, 2009). 
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Interessantemente, para a linhagem MRC5 apenas o tratamento com 

EHAAS a 200 µg/mL reduziu significativamente o ΔΨm. 

Considerando que a atividade citotóxica do EHAAS se deve a 

interação da saponina com a membrana interna da mitocôndria e, por consequência 

a liberação do conteúdo mitocondrial para o citosol, é esperado que neste processo 

ocorra o aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) (DE OLIVEIRA 

et al., 2019; REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES, 2016)(ABATE et al., 2019; 

REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES, 2016). Ademais, o processo de morte 

celular e a diminuição do potencial de membrana mitocondrial tendem a criar um 

ambiente redox (ABATE et al., 2019). Por isso, avaliamos os níveis de ROS nas 

linhagens tratadas com o EHAAS e com a ciclofosfamida. 

Curiosamente, não houve aumento dos níveis de ROS após os 

diferentes tratamentos, como seria esperado (Figura 16) Entretanto, este resultado é 

uma importante evidência da internalização do EHAAS nas diferentes linhagens. Isto 

porque, o EHAAS é rico em fitoquímicos antioxidantes como flavanóides e saponinas 

(ARALDI et al., 2018a; ASHRAF et al., 2013; DAVID et al., 2015). Desta forma, estas 

moléculas no interior da célula sequestram as ROS geradas pelo processo de 

apoptose, verificado sobretudo na linhagem A2058 (Figura 5), levando, portanto, a 

redução dos níveis de ROS (Figura 13). 

Já para a linhagem MRC5, foi observado um aumento dos níveis de 

ROS nas células tratadas com o EHAAS a 25 μg/mL (Figura 15). Este resultado 

reforça a internalização do EHAAS, já que foi observada uma redução do percentual 

de células MRC5 viáveis após o tratamento com está concentração do extrato (Figura 

7), Porém, o aumento do nível de ROS nestas células (Figura 15-B) pode ser 

justificado pela baixa concentração do extrato, que possivelmente não foi capaz de 

sequestrar todo o ROS gerado pelo processo de apoptose. Entretanto, o tratamento 

com EHAAS na concentração de 100 µg/mL promoveu uma expressiva atividade 

citotóxica, porém com níveis de ROS estatisticamente semelhantes ao controle, 

reforçando a atividade antioxidante do extrato. 

Embora a ciclofosfamida tenha apresentado o maior potencial 

citotóxico, sobretudo para a linhagem SK-MEL-5 (Figura 6-B), é sabido que este 

quimioterápico apresenta efeitos genotóxicos sistêmicos, estando relacionado ao 

surgimento de neoplasias secundárias, principalmente de origem hematopoiética 
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(BRODSKY et al., 1998; HUHN et al., 2003; JAIME-PÉREZ et al., 2016). Por isso, 

avaliamos o potencial genotóxico do EHHAS nestas linhagens através do ensaio de 

histona γ-H2AX – método altamente sensível na detecção de quebras-duplas no DNA 

(DSBs), as quais representam o tipo mais grave de lesão no material 

genético(BARNES et al., 2018; KHANNA; JACKSON, 2001). 

Os resultados desta análise mostraram ausência de diferença 

estatística significativa entre as células controle das linhagens A2058 e SK-MEL-5 e 

tratadas com ciclofosfamida, indicando a ausência de genotoxicidade (Figura 17; 

Figura 18). Entretanto, a ausência de genotoxicidade para as células A2058 tratadas 

com ciclofosfamida pode estar associada a não internalização desta, já que também 

não foi observada uma redução da viabilidade celular na linhagem A2058 tratada com 

o quimioterápico (Figura 5). 

Porém, foi observado um aumento expressivo do número de foci de 

DSBs nas células MCR5 tratadas com a ciclofosfamida (Figura 19), indicando o efeito 

genotóxico sistêmico desta droga. Por outra lado, o tratamento com o EHAAS nas 

doses abaixo de 50 µg/mL não mostraram atividade genotóxica para a linhagem 

MRC5 (Figura 19), sugerindo ausência de potencial mutagênico sistêmico. 

Buscando melhor compreender as diferenças de atividade citotóxica 

e genotóxica verificadas entre as linhagens A2058 e SK-MEL-5, avaliamos os níveis 

de expressão das proteínas de resistência a múltiplas drogas 1 e 3 (MRP1 e MRP3), 

as quais têm sido frequentemente associadas aos mecanismos de quimioresistência 

(ALEXANDER et al., 2019; DEPEILLE et al., 2005; HUANG; SADE, 2006). 

Curiosamente, os resultados desta análise mostraram que a linhagem 

SK-MEL-5 apresenta níveis superiores de expressão de MRP1 em relação a linhagem 

A2058 (Figura 20) Entretanto, não foram detectadas a expressão de MRP3 nestas 

linhagens (Figura 21). A maior expressão de MRP1 na linhagem MRC5 está 

diretamente associada ao fenótipo de fibroblasto intrínseco a linhagem, onde há 

inclusive evidencias de que a MRP1 participa da regulação de fatores de crescimento 

dos fibroblastos (DREUW et al., 2005; JONG et al., 2001). 

Tendo em vista que a linhagem SK-MEL-5, que superexpressa MRP1, 

apresentou a maior citotoxicidade para a ciclofosfamida, as diferentes repostas 

citotóxicas frente ao tratamento com o EHAAS não estão associadas ao efluxo da 

droga, mas sim a características intrínsecas ao perfil mutacional das linhagens (A2058 
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e SK-MEL-5). Neste sentido, é sabido que a atividade apoptótica está associada a 

supressão da via de NF-kβ(LI et al., 2013). Entretanto, a superexpressão de RIP1 

verificada na linhagem SK-MEL-5, leva ao aumento da expressão de NF-kB, 

resultando na resistência a apoptose e justificando a necroapoptose como via 

preferencial de morte celular nesta linhagem. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
 

• O EHAAS demonstra um potencial adjuvante na terapia anti-neoplásica 

do melanoma metastático para tumores com o perfil mutacional 

semelhante a linhagem A2058. Doses abaixo de 50 µg/mL demonstram 

taxas satisfatórias de citotoxicidade às células de melanoma, e baixa 

genotoxicidade sistêmica, diminuindo o risco do surgimento de 

neoplasias secundarias ao tratamento. 

• As características antioxidantes do EHAAS podem também diminuir os 

efeitos apresentados pelo microambiente tumoral, reduzindo as 

consequências do estresse oxidativo, e tornando o papel EHAAS mais 

plural na terapia oncogênica. 

• A ciclofosfamida poderia ser implementada como estratégia terapêutica 

na quimioterapia de pacientes de melanoma metastático com o perfil 

mutacional da linhagem SK-MEL-5. 

• Relevantemente, RIP1 e NfK-β despontam como futuros alvos 

biotecnológicos da terapia para melanoma metastático, onde a 

regulação da expressão destes fatores poderia aumentar as taxas de 

resposta a drogas anti-neoplásicas já preconizadas. Este tipo de 

estratégia poderia evitar o problema de tempo ocioso que existe entre a 

prospecção de novos quimioterápicos e suas aprovações legais. 
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