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“O cientista ndo estuda a natureza porque ela é util; ele a estuda porque se
deleita nela, e se deleita nela porque ela é bela. Se a natureza nao fosse
bela, ndo valeria a pena ser conhecida, e se nao valesse a pena ser
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Resumo

PACHECO, Bruna Silveira. Macroalgas de Shetland do Sul — Antartica: Perfil de
acidos graxos e potencial citotoxidade em linhagens celulares de tumor de
mama. 2015. 76f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Po6s-Graduagcdo em
Bioquimica e Bioprospeccao. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Macroalgas sdo produtoras de uma grande variedade de compostos com potencial
atividade biologica, dentre os quais destacam-se os acidos graxos. O continente
antartico apresenta grandes agregacdes de macroalgas, porém, em pequena
variedade de espécies quando comparada a regides tropicais. Apesar disso,a
caracterizagcdo quimica destas algas ainda € pouco estudada, bem como as suas
implicacdes biologicas. Neste estudo, o perfil de acidos graxos de quatro macroalgas
da Antartica coletadas em ilhas do Arquipélago Shetland do Sul foram analisados
utilizando-se Cromatografia Gasosa com Detector por lonizacdo de Chama e sua
potencial citotoxidade em linhagens celulares de cancer de mama foi avaliada. Do
extrato lipidico, m total de 23 acidos graxos foram identificados, entre estes 9
saturados, 5 monoinsaturados e 9 poli-insaturados. Dentre os nossos resultados,
destacam-se os significativos valores de acidos graxos poli-insaturados, com valores
que variaram entre 61,04 e 70,79 % do total de acidos graxos. Com relacdo a
avaliacdo da citotoxidade, nossos resultados demonstraram que acidos graxos
induzem & inibicdo do crescimento nas linhagens celulares de cancer de mama
MCF-7 e MDA-MB-231 com concentracdo de 100 pg mL' apés 48 horas de
tratamento. Dentre as macroalgas estudadas, acreditamos que Adenocystis
utricularis e Sarcothalia papillosa foram as espécies que apresentaram potencial

citotoxidade em linhagens tumorais de mama.

Palavras-chave: Antartica, Macroalgas, Adenocystis utricularis, Sarcothalia
papillosa, Curdiea racovitzae, Georgiella confluens, Acidos graxos poli-insaturados,,
Cancer de mama



Abstract

PACHECO, Bruna Silveira. Macroalgas de Shetland do Sul — Antartica: Perfil de
acidos graxos e potencial citotoxidade em linhagens celulares de tumor de
mama. 2015. 76f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Po6s-Graduagcdo em
Bioquimica e Bioprospeccédo. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Macroalgae are important source of compounds with biological activities, such as
fatty acids. The Antarctic continet has large aggregations of macroalgae, however, in
a little variety compared to tropical regions. Novertheless, Antarctic macroalgae are
poorly studied, specially with regard to its bioactivities. In this study, the fatty acid
profile of four Antarctic macroalgae collected from in South Shetland Islands were
analyzed by gas chromatography flame ionization detector and their potential
cytotoxicity against breast cancer cell lines was evaluated. A total of 23 fatty acids
were detected, of which 9 were saturated, 5 were monounsaturated and 9 were
polyunsaturated fatty acids. The most notable result found in this study was the vast
identification of PUFA, with values ranging from 61.04% to 70.79%. Furthemore, fatty
acids of some macroalgae induce the growth inhibition in MCF-7 and MDA-MB-231
human breast cancer cells with concentration of 100 pg mL' after 48 hours of
treatment. The mechanism of cell death was assessed, demonstrating a possible
death by apoptosis. We found that both the Adenocystis utricularis and Sarcothalia
papillosa macroalgae have fatty acids that deserve to more studies about the

potential cytotoxicity of these compounds.

Keywords: Antarctic macroalgae, poli-unsaturared fatty acid (PUFA), Adenocystis
utricularis, Sarcothalia papillosa, Curdiea racovitzae, Georgiella confluens, Breast

cancer
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1 INTRODUCAO

O continente Antartico € caracterizado por uma baixa biodiversidade, devido
a sua isolagdo geografica e condicoes abioticas extremas. Macroalgas séo
organismos capazes de adaptarem-se a estas condi¢des.Apenas 130 espécies de
macroalgas foram identificadas na Antartica (WULFF et al., 2009), as quais estdo em
maior quantidade distribuidas na Peninsula Antartica (WIENCKE e AMSLER, 2011).
Algas sao um grupo polifilético de organismos fotossintéticos, dividido em trés
principais filos: Ocrophyta, Chlorophyta e Rhodophyta. Através de sua capacidade
de adaptacdo , algas podem apresentar uma grande variedade de compostos que
ndao sao produzidos por outros organismos, como florotaninos e alguns
polissacarideos especificos (BROWN et al., 2014). Moléculas obtidas de algas vem
sendo largamente estudadas, destacando-se os acidos graxos poli-insaturados do
tipo 6mega-3 (n-3 AGPI). Além disso, outras substancias com potencial econdmico
podem ser sintetizados por algas, como esteroides, carotenoides, polissacarideos,
lecitinas, aminoacidos tipo micosporina, compostos halogenados (CARDOZO et al.,
2007). Apesar da grande variedade de compostos que podem ser encontrados em
macroalgas da Antartica, elas ainda sao pouco estudadas, principalmente no que diz
respeito a seus constituintes e respectiva atividade biologica.

Nesse contexto, os produtos naturais marinhos (PNMs) representam uma
importante fonte de novas moléculas. Atualmente, mais de 22000 moléculas
oriundas do ambiente marinho ja foram reportadas na literatura (PETIT e BIARD,
2013). Estudos mostram que PNMs podem apresentar uma grande variedade de
atividades bioldgicas, como antibacteriana, antidiabética, antifungica, anti-
inflamatoria, antiprotozoaria, antituberculésica, antiviral e anticancer (FROZZA et al.,
2013; BEGNINI et al., 2014; GAMBATO et al., 2014).

Destas, a atividade anticancer vem sendo amplamente estudada, uma vez
gue o cancer € uma das maiores causas de morte em todo o0 mundo. Em 2012,
aproximadamente 14 milhdes de novos casos e 8,2 milhdes de mortes relacionadas
ao cancer foram reportadas (WHO, 2015). Além disso, mais de 20 milhdes de novos
casos sao esperados até o ano de 2025 (FERLAY et al., 2015). O cédncer de mama,
tumor maligno com inicio nas células mamarias, € o tipo de cancer mais prevalente
em mulheres em todo o mundo. O tratamento do céncer de mama inclui
procedimentos cirurgicos, radioterapia, quimioterapia e hormonioterapia. Na busca
por novas alternativas para o tratamento do cancer, PNMs, em especial as algas,
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sdo promissoras fontes de pesquisa para o desenvolvimento de novas moléculas
(ASTORG, 2004; GERBER, 2012; MURRAY, 2014). O efeito dos n-3 e n-6 AGPlIs
contra o cancer de mama ja foi evidenciado em estudos in vitro e in vivo, e multiplos
mecanismos de atuacgao ja foram propostos, entre eles: supressao da transformacao
neoplasica, inibicdo do crescimento celular, aumento da apoptose e inibicdo da
producao de eicosanoides derivados de n-6 (ROSE e CONNOLLY, 1999; TERRY et
al., 2004). Além disso, acidos graxos podem também potencializar a eficacia da
radioterapia e também de diversos farmacos (HARDMAN, 2004). Dessa forma, o
presente estudo tem como objetivo a determinagdo do perfil acido graxo de
macroalgas Antarticas e avaliagcdo da potencial citotoxidade destes compostos em

linhagens celulares de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231.



17

2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o perfil de acidos graxos e a
atividade citotoxica destes compostos em células tumorais de mama de quatro

espécies de macroalgas marinhas originarias da Antartica.

Objetivos Especificos

1) Avaliar o perfil de acidos graxos das macroalgas Adenocystis
utricularis, Sarcothalia papillosa, Curdiea racovitzae e Georgiella confluens com a
utilizacdo de Cromatografia Gasosa com Detector por lonizagdo em Chama;

2) Identificar a variacdo no perfil de acidos graxos de macroalgas
marinhas oriundas da Antartica;

3) Avaliar o efeito dos 4cidos graxos em correlagdo com a viabilidade
celular em linhagens tumorais (MCF-7 e MDA-MD-231) e ndo tumorais (CHO).
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3 REVISAO DE LITERATURA

Macroalgas
1) Consideracdes Gerais

Algas constituem um grupo polifilético, ou seja, organismos que nao
compartilham de origem comum, porém, possuem algumas caracteristicas comuns.
Sao organismos fotossintéticos presentes nos mais variados habitats, na forma
microalgas unicelulares e macrofitas multicelulares, eucariontes ou procariontes.
Desta forma, podem desenvolverem-se em ambientes extremos, frios ou quentes,
mares, aguas doces e solos umidos. Sua importancia dentro do ecossistema da-se
pelo fato de esses organismos atuarem como base da cadeia alimentar aquatica
(HARWOOD et al., 2009). De acordo com sua estrutura celular, as algas podem ser
divididas em dois grupos, as procaridticas, representadas pelas cianobactérias
(algas azuis), e as eucaridticas, onde enquadram-se as demais algas. Algas
eucarioticas sao classificadas de acordo com sua constituicdo de pigmentos, onde
os maiores filos sdo Chlorophyta (algas verdes; contém os pigmentos clorofilas a e
b, carotenos e xantofilas), Ochrophyta (algas pardas; contém os pigmentos
fucoxantina, clorofilas a e c e carotendides) e Rhodophyta (algas vermelhas;
ficoeritrina, clorofilas a e d e carotendides) (VIDOTTI et al., 2004; LEAL et al., 2013).

Devido a alta capacidade de adaptagédo das algas aos mais variados
ambientes, estes organismos possuem capacidade de produzirem uma grande
variedade de compostos ndo comuns em plantas terrestres, como florotaninos e
alguns polissacarideos (BROWN et al., 2014). Biomassa algal é altamente utilizada
em diversos seguimentos, como industria alimenticia, farmacéutica, cosméticos e
biotecnolégica, bem como na suplementacdo animal (MARINHO-SORIANO et al.,
2011). Nos ultimos 35 anos, com o avancgo de técnicas espectrais, cerca de 13.000
novos compostos de algas foram identificados quanto a sua estrutura quimica
(MARINHO-SORIANO et al., 2011).

Macroalgas sdo consideradas um importante grupo para o desenvolvimento
de novos farmacos. Um total de 3129 produtos naturais (Figura 1) marinhos
derivados de algas foram descobertos entre os anos de 1965 e 2012, sendo a

maioria deles, derivados de macroalgas do filo Rodophyta (1658 produtos naturais
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(PN) ou 53 % do total), seguidos pelo filo Ochrophyta (1213 PNs; 39% do total) e
Chlorophyta (258 PNs; 8% do total) (LEAL et al., 2013).

3500 ® Rhodophyta
® Ochrophyta
3000 ® Chiorophyta

Numero cumulativo de produtos naturais

Figura 1. Numero cumulativo de produtos naturais identificados nos diferentes filos
de macroalgas entre os anos de 1965 e 2012.
Adaptado de: LEAL et al., 2013.

Dentre os compostos produzidos pelas algas, alguns destacam-se devido a
sua grande aplicagéo e ja conhecidas atividades, como os acidos graxos. Sabe-se
que algas séo grandes produtoras de lipideos de interesse comercial, principalmente
0s acidos graxos poli-insaturados émegas-3 e -6, 0s quais apresentam importante
papel na prevencdo de doengas, como doencas cardiacas, neurologicas,
autoimunes, inflamagdes e céncer (SIDDIQUI et al., 2007; BROWN et al. 2014).
Algas de regides frias, como a Antartica, apresentam uma producao elevada destes

compostos, como resultado da adaptagao a estes ambientes (GRAEVE et al., 2002).

2) Antartica

O continente antartico € o quinto maior em extensdo, e o Unico onde
inexistem divisdes geopoliticas. Além disso, € o continente dos superlativos, ou seja,
mais frio, mais seco, mais alto, mais ventoso, mais remoto, mais inexplorado e o

mais preservado. A Antartica compreende um espaco territorial de aproximadamente
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14 milhdes Km?, sendo 95 % deste territério coberto por camadas de gelo que
podem chegar a espessura de aproximadamente 2.000 metros (VIEIRA, 2006).
Atualmente, é detentora de aproximadamente 90 % do gelo e 80 % da agua doce do
planeta. Com isso, as modificagdes climatolégicas que ocorrem neste continente sao
refletidas nas circulagées atmosférica e oceadnica no Hemisfério Sul e na formacéao
de agua fria no fundo dos oceanos. O continente antartico estd banhado pelos
oceanos Atlantico, Pacifico e indico e esta divido em Antartica Oriental e Antartica
Ocidental, a qual é constituida principalmente por arquipélagos, como o Shetland do
Sul, constituido por 10 ilhas (Figura 2) (CANDE et al., 2000).
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Figura 2. Continente Antartico, Arquipélago Shetland do Sul.

Fonte: www.snipview.com

Devido a estas condi¢cdes extremas, os organismos que desenvolveram-se
na Antartica tiveram que adaptar-se as condi¢cées extremas e houve o surgimento de
novas espécies, que sao encontradas somente neste continente. A Antartica é
também considerada a regido do planeta mais sensivel as alteragdées globais,
considerada um “laboratério vivo”, sendo os fenbmenos naturais que |la ocorrem
utilizados para esclarecer impactos ambientais observados em outros continentes
(THOMAS e DIECKMANN, 2002).

A fim de preservar a fauna e flora existente, a vida no continente antartico &€
regida pelo Tratado da Antartica, o qual reune diversos paises e do qual o Brasil
passou a fazer parte em 1982, ano em que comegaram as atividades de pesquisa
cientifica realizadas pelo pais naquele continente, através da criagdo do Programa
Antartico Brasileiro (PROANTAR). Ja em fevereiro de 1984, foi efetivada a
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participagdo do Brasil na Antartica através da implantagdo de sua base cientifica, a
Estacdo Antartica Comandante Ferraz (EACF), localizada na Peninsula Keller, llhas
Shetlands do Sul, Baia do Almirantado, Ilha Rei George (PROANTAR, 2014).

3) Macroalgas da Antértica

Os organismos presentes nas regides polares estdo sujeitos a condigdes
extremas, principalmente da temperatura e niveis de radiagdo ultravioleta. A
capacidade de adaptacdo a esta forte sazonalidade € um dos pré-requisitos mais
importantes para o desenvolvimento das algas, e algumas espécies conseguem
reproduzir-se até mesmo durante o rigoroso inverno Antartico. Exemplos desta
adaptacdo sdo demonstrados nas algas Iridaea cordata e Palmaria decipiens.
Durante o inverno, |. cordata tem sua taxa de respiracdo aumentada através da
mobilizacado de carboidratos. Ja no periodo de verao, a atividade fotossintética serve
como forma de armazenamento de carbono, e ndo como producao de biomassa. Ja
a macroalga P. decipiens degrada os pigmentos ficobilissomas e clorofila a durante
0 periodo de baixa exposicdo a luz e apds 6 meses ja ndo possui capacidade de
fotossintese, o qual € restabelecido apdés uma semana de exposicdo a luz
(WIENCKE e AMSLER, 2011).

Umas das principais caracteristicas dos ambientes polares € a baixa
distribuicdo da flora, o que contrasta com regides tropicais, onde a abundancia de
macroalgas € maior. Cerca de 130 espécies de algas ja foram documentadas no
continente antartico, destas, 35 % s&o endémicas, ou seja, sao encontradas
somente neste local, o que torna este um ambiente tao rico e salienta a importancia
de estudar este continente (WULFF et al., 2009). Destas, 44 % das
Heterokontophytas (Phaeophyceae e Chrysophyceae), 36 % das Rhodophytas e 18
% das Chlorophytas sdo endémicas e este numero cresce continuamente
(HOMMERSAND et al., 2009). Esta diversidade esta distribuida em maior parte na
Peninsula Antartica e em menor quantidade na regido que compreende o Mar de
Ross, a uma longitude de 77 ¢ S (WIENCKE e AMSLER, 2011).

Espécies endémicas ecologicamente importantes incluem as algas pardas
Himantothallus grandifolius, Desmarestia anceps, D. menziesii, Cystosphaera
jacquinotii, Ascoseira mirabilis, as algas vermelhas Myriogramme manginii,

Georgiella confluens, Phycodrys antarctica, Trematocarpus antarcticus, Palmaria
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decipiens, Iridaea cordata, Pyropia endiviifolia, entre outras (WIENCKE e AMSLER,
2011).

A distribuicdo das algas na Antartica esta relacionada aos acontecimentos
climatolégicos que ocorrem no continente. Estudo recente revela que o aumento na
temperatura registrado ao longo dos ultimos 30 anos n&o foi responsavel direto pela
alteracao da distribuicao latitudinal das algas, o que ocorreu devido a mudancas na
extensdo e duracdo do gelo marinho (MULLER et al., 2009). Nesse sentido, houve
uma diminuicdo consideravel na biomassa e diversidade de algas encontradas
historicamente ao longo da regido sul da peninsula Antartica, o que acredita-se, seja
resultado do aumento da cobertura de gelo marinho que se move para o sul,
fazendo com que algas tipicas da regido norte da peninsula migrem para o sul
(WIENCKE e AMSLER, 2011).

Caracterizacdo e Classificacdo das espécies Adenocystis utricularis,

Sarcothalia papillosa, Curdiea racovitzae e Georgiella confluens

Macroalga Adenocystis utricularis (Bory de Saint-Vincent) Skottsberg
A macroalga A. utricularis (Figura 3) apresenta-se de forma oval com alguns
centimetros de comprimento, o qual diminui gradativamente em um cauloide
cilindrico. Aglomerados podem ocorrer nas regides litoral e sublitoral, até a
profundidade de 5 metros, ocorrendo raramente em aguas mais profundas (até 20
m) (ZIENLINSKI, 1990).



23

Figura 3. Macroalga Adenocystis utricularis

Identificacdo: Profa. Dra. F. Pellizzari / Universidade Estadual do Parana

Classificacao: Filo: Ochrophyta
Classe: Phaeophyceae
Ordem: Ectocarpales
Familia: Adenocystaceae
Género: Adenocystis

Macroalga Sarcothalia papillosa (Bory de Saint-Vincent) Leister
A espécie S. papillosa (Figura 4) apresenta talo de forma variavel e em
geral, dicotomicamente ramificado. Ocorre principalmente na regidao sublitoral
(HOMMERSAND et al., 1993).
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Figura 4. Macroalga Sarcothalia papillosa

Identificacdo: Profa. Dra. F. Pellizzari / Universidade Estadual do Parana

Classificacao: Filo: Rhodophyta
Classe: Florideophyceae
Ordem: Gigartinales
Familia: Gigartinaceae
Género: Sarcothalia

Macroalga Curdiea racovitzae Hariot
C. racovitzae (Figura 5) apresenta talo de forma variavel, sua fixagdo ocorre
através de rizoides e seu tamanho pode atingir aproximadamente 20-30 cm de
didmetro. Ocorre principalmente regido sublitoral a aproximadamente 10 m de
profundidade (ZIENLINSKI, 1990).
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Figura 5. Macroalga Curdiea racovitzae

Identificacdo: Profa. Dra. Mutue Fujii / Instituto de Botanica de Sao Paulo

Classificacao: Filo: Rhodophyta
Classe: Florideophyceae
Ordem: Gracilariales
Familia: Gracilariaceae
Género: Curdiea

Macroalga Georgiella confluens (Reinsch) Kylin
G. confluens (Figura 6) apresenta talo de forma achatada, espesso e
ramificado, atingindo aproximadamente 20 cm. Em geral, ocorre na regiao sublitoral
(profundidades entre 5 e 60 m), sendo raramente encontrada em profundidades
acima de 5 m (ZIENLINSKI, 1990; QUARTINO et al., 2005).
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Figura 6. Macroalga Georgiella confluens

Identificacdo: Profa. Dra. F. Pellizzari / Universidade Estadual do Parana

Classificagao: Filo: Rhodophyta
Classe: Florideophyceae
Ordem: Ceramiales
Familia: Wrangeliaceae
Género: Georgiella

4) Acidos Graxos

Lipideos sao caracterizados por um grupo quimicamente diverso de
compostos, porém, apresentam como caracteristica em comum, sua insolubilidade
em agua, ou seja, sdo compostos apolares apresentando as mais variadas fungoes,
como armazenamento de energia, estruturacdo de membrana, cofatores
enzimaticos, pigmentos, hormdnios, mensageiros intra e extracelulares, entre outros.
Acidos graxos sdo componentes de lipideos de grande importancia, pois
esterificados ao glicerol (triglicerideos) sdo uma forma essencial de armazenamento,
além de serem componentes de lipideos de membrana, como os fosfolipideos e os
glicolipideos (NELSON e COX, 1995).

Acidos graxos poli-insaturados (AGPI) séo classificados de acordo com a

posicdo da primeira dupla no carbono oposto a carboxila. AGPIs n-3 sao os acidos
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em que a primeira ligacao dupla encontra-se no terceiro carbono em dire¢do oposta
a carboxila. Existem também os AGPI n-6 e n-9, onde a ultima ligacdo dupla
encontra-se nos carbonos 6 e 9, respectivamente. Além disso, existe uma
nomenclatura simplificada para acidos graxos onde é especificado o numero de
carbonos e insaturagbes, separados por dois pontos. Para os acidos graxos
insaturados, também sao demonstradas as posi¢cdes das duplas ligagdes por
numeros sobrescritos a letra grega delta (A). Por exemplo, o acido palmitico ndo
possui insaturacdes e contém 16 carbonos, sua representagdo € 16:0, enquanto o
acido oleico (18 carbonos, 1 insaturagdo entre os carbonos 9 e 10) é abreviado
como 18:1(A%. Na Figura 7, a nomenclatura dos 6megas é ilustrada através do

acido docosahexaenoico (DHA).

3

H — — — I S

1 4 7 10 13 16 19

Figura 7. Acido docosahexaenoico (22:6(A*7.10.13,16,19)): Nomenclatura de acidos

graxos indicando a numeracgao a partir do carbono dmega.

Acidos graxos poli-insaturados da série dos 6megas sdo considerados
importantes para o0 organismo humano por possuirem significante aplicacao
farmacéutica e apresentarem inumeros beneficios clinicos, como redugdo do risco
de doengas cardiacas, redugéo de colesterol além de apresentarem resultado contra
inflamagbes e diversos carcinomas (SIDDIQUI et al.,, 2007; CHEN et al., 2007;
SIMOPOULOQOS, 2008; PELLICCIA et al., 2012). Porém, Appolinario e colaboradores
(2011), afirmam que a producgéo de acidos graxos n-3 em organismos humanos é
demasiadamente baixa, sendo por esse motivo considerados essenciais e devendo
ser adicionados a dieta alimentar a fim de aumentar seus niveis no organismo.

Atualmente, os peixes marinhos sao as maiores fontes comerciais de acidos
graxos poli-insaturados, contudo, de acordo com Bhosale e colaboradores (2009),
existe uma grande preocupacao em relacao a qualidade da agua onde estes peixes
vivem, as quais podem conter toxinas lipossoluveis. Neste sentido, as algas veem
surgindo como uma alternativa comercial para a producao de lipideos, devido a
possibilidade de producdo em larga escala em condigbes controladas e sua
facilidade de reproducéo, pois possuem a capacidade de triplicar ou quadriplicar sua

biomassa diariamente (KUMARI et al., 2010). Aliado a isso, a engenharia genética
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vem sendo vastamente utilizada para obter modificagdes nas vias de producao de
lipideos, a fim de aumentar a producdo destes compostos, bem como produzir
lipideos de maior interesse comercial (YU et al., 2011). Por apresentarem diversos
beneficios a saude humana, os acidos graxos poli-insaturados de maior importancia
para o organismo sdo, o n-6 acido araquidonico (AA) 20:4(A5811.14) e os n-3 acido
eicosapentaenoico (EPA) 20:5(A%811.1417) e Aacido docosahexaenoico (DHA)
22:6(A%7.10.13,16,19) (WU et al., 2013).

Biossintese de Acidos Graxos

Os aspectos quantitativos e qualitativos da biossintese de AGPIs pelas algas
estdo diretamente relacionados as condi¢cdes as quais elas sao submetidas. Com a
capacidade de adaptacao a diversos ambientes que estes organismos possuem, o
resultado € uma notavel variedade de lipideos que podem ser gerados, bem como a
sintese de diversos outros compostos (GUSCHINA et al., 2006). Sabe-se que em
baixas temperaturas a composi¢cao de AGPIs das algas aumenta consideravelmente,
0 que € avaliado por Schwenk e colaboradores (2013) como um processo de
adaptacao para aumentar a fluidez da membrana.

A sintese de acidos graxos ocorre em plantas e mamiferos de forma analoga
até determinado momento, onde a acetilcoenzima-A (acetil-CoA) passa por diversas
reagoes, com a utilizagdo de um mesmo conjunto de enzimas, chegando ao acido
palmitico (16:0), o que ocorre em sete etapas.

Sprecher (2000) descreveu o mecanismo através do qual mamiferos séo
capazes de sintetizar EPA e DHA, porém em quantidades minimas, como ja citado
anteriormente. A Figura 8 ilustra a diferenca da sintese de n-3 em mamiferos e

algas.
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Figura 8. Comparacao entre as vias de sintese de acidos graxos em mamiferos e
algas (GUSCHINA et al., 2006).

Identificacdo de acidos graxos

A identificacdo de moléculas bioquimicas € uma importante etapa no estudo
das aplicacdes destes compostos. Devido a sua importdncia e vasta aplicacao,
acidos graxos ja possuem métodos bem estabelecidos para sua identificacdo. A
extracao dos acidos graxos das células da matriz a ser estudada é realizada a partir
da extracdo com diferentes solventes organicos, sendo utilizada a mistura
cloroférmio-metanol, descrita em 1959 por Bligh e Dyer. Uma das mais importantes
técnicas para determinacao de acidos graxos € a Cromatografia Gasosa, associada
a conversao dos acidos em ésteres metilicos de acidos graxos, a qual permite a sua

identificacdo quantitativa.

O inicio da cromatografia se deu com o experimento do bidlogo russo Michael
Tswett em 1906, o qual separou diferentes substadncias em extratos de plantas
(CHESTER e PINKSTON, 2002). A partir disso, a técnica foi desenvolvendo-se e
atualmente diversas analises podem ser realizadas a partir de sofisticadas
instrumentagées (MUHLEN e LANCAS, 2004). Os principais componentes de

equipamentos de cromatografia gasosa sao injetor, coluna (fase estacionaria) e
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detector (Figura 9). Esta ferramenta tem como vantagens a reprodutibilidade, baixo
custo e facil manutencado, ja a limitacdo desta técnica se deve ao fato de que
somente compostos com estabilidade térmica podem ser analisados, uma vez que

as temperaturas durante a analise podem ultrapassar 300 °C.

Injetor de
amostra

. Controlador ‘/ j \ H
de fluxo ——‘

Coluna \
Detector
Gas de Forno da
arraste coluna

Figura 9. Esquema geral dos componentes de um cromatégrafo gasoso.

Adaptado de: http://www.sciseek.com/

A Cromatografia Gasosa vem sendo largamente utilizada na identificacao de
acidos graxos e derivados sintéticos de macroalgas e microalgas (HAMMANN et al.,
2013; CAVONIUS et al.,, 2014). A identificacdo de compostos utilizando a
cromatografia gasosa pode ser realizada através da comparagdo com padrdes
previamente identificados ou através da associacao da técnica a espectrometria de
massas (MS). Estas técnicas sao amplamente aplicadas aos mais variados tipos de
analises, como demonstrado por Ragonese e colaboradores (2014), os quais
elucidaram o perfil de acidos graxos de diversas espécies de algas marinhas
empregando as técnicas de Cromatografia Gasosa com Detector de lonizagado de
Chama (GC-FID) e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(GC-MS). A partir destas técnicas, foram quantificados 51 diferentes tipos de acidos
graxos de oito algas dos filos verde, vermelha e parda.
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Cancer

O cancer é uma doencga caracterizada pelo crescimento descontrolado e
pela disseminacdo de células anormais. Estas células podem afetar qualquer parte
do corpo com a formacao de tumor, que pode invadir os tecidos circundantes ou
afetar locais distantes através de processo de metastase. Este crescimento celular
desenfreado pode ser causado por fatores externos (tabaco, organismos
infecciosos, produtos quimicos e radiagao), bem como fatores internos (mutagdes
hereditarias, hormdnios, condi¢cdes imunolbgicas e mutagdes que ocorrem a partir do
metabolismo) (CANCER FACTS AND FIGURES, 2014).

Atualmente, o cancer é considerado um processo “multistep”, que ocorre
devido a acumulagdo de mutagées somaticas de uma unica célula, resultando em
alteracdes fenotipicas graduais, a partir de uma célula normal a uma célula pré-
neoplasica, progredindo para neoplasica. Estes estagios sao descritos como
iniciacdo, promocao e progressao. A iniciacao € irreversivel e desencadeada por
agentes quimicos ou fisicos em nivel de DNA. Por sua vez, a promogao, envolve
mecanismos de epigenética, € um processo lento e pode ser reversivel, levando a
acumulacao de células pré-malignas de divisdo de anormal. Por fim, a etapa de
progressao é em geral irreversivel e conduz para a fase final da carcinogénese, com
0 crescimento do tumor e potencial metastatico (HANAHAN e WEINBERG, 2000;
RUSSO, 2007).

Cancer é uma das principais causas de morte na atualidade. De acordo com
a Organizacao Mundial da Saude (OMS) em 2012, a estimativa era de 14,1 milhGes
de novos casos de cancer e 8,2 milhdes de mortes causadas por esta doenca.
Numeros mais elevados quando comparados com os dados de 2008, onde
estimaram-se 12,7 milhdes de novos casos e 7,6 milhdes de mortes. No Brasil, o
cancer é a segunda causa de morte, ficando atras somente das doencas
cardiovasculares. De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), em 2014
eram esperados 576 mil novos casos, estimativa que também é valida para o ano de
2015. O cancer de pele do tipo ndo melanoma (182 mil casos novos) deve ser o
mais incidente na populagao brasileira, seguido pelos tumores de prostata (69 mil),
mama feminina (57 mil), célon e reto (33 mil), pulm&o (27 mil), estdmago (20 mil) e
colo do utero (15 mil) (INCA, 2014).
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O céncer de mama ¢€ o tipo de cancer que mais acomete mulheres em todo
o mundo. Este céncer comega a desenvolver-se no tecido mamario, o qual é
composto essencialmente por glandulas responsaveis pela producdo de leite
(I6bulos) e tecido adiposo, conjuntivo e tecidos linfaticos. O tratamento inclui
procedimentos cirurgicos, radioterapia, quimioterapia e hormonioterapia (BREAST
CANCER FACTS AND FIGURES, 2014).

Na busca por novas alternativas de tratamentos contra o cancer com
medicamentos mais especificos e efeitos colaterais minimizados, os produtos
naturais marinhos, especialmente as algas, vem se mostrando como uma nova fonte
para o desenvolvimento de farmacos. O uso medicinal das algas marinhas teve seu
inicio durante o século 17, devido a seus componentes fitoterapicos e diversidade de
espécies (BOOPATHY e KATHIRESAN, 2013). Alguns compostos de origem
marinha ja sdo comercialmente utilizados no tratamento do cancer, como o Cytosar-
U® também conhecido como citarabina ou ara-C (1-barabinofuranosilcitosina),
isolado da esponja Cryptotethya crypta e aprovado em 1969 pela Food and Drug
Administration (FDA) utilizado no tratamento da leucemia mieldide aguda. O farmaco
Yondelis®, também chamado de trabectedina ou ecteinascidina 743 e isolado da
Ecteinascidia turbinata (aprovado em 2007 pela Agéncia Europeia de Avaliacao de
Produtos Medicinais), utilizado no tratamento de cancer de ovario. Halaven® também
conhecida como mesilato de eribulina ou halicondrina E7389, é um analogo da
halicondrina B, presente na esponja do mar Halichondria okadai, usada para tratar
pacientes com cancer de mama metastatico e foi aprovado pela FDA em 2010
(MAYER et al., 2010; ABRAHAM et al., 2012; INDUMATHY e DASS, 2013). Além
disso, diversos outros farmacos para tratamento do cancer estao em fase clinicas de
estudo (Tabela 1), com a utilizacdo de compostos ativos como nucleosideos,
alcaloides, peptideos e macrolideos. Extratos de algas obtidos a partir do emprego
de diferentes solventes orgénicos também estdo sendo amplamente estudados
quanto ao seu potencial antitumoral em diversas linhagens celulares (FAROOQI et
al., 2012; GUEDES et al., 2013; LAU et al., 2014).
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Tabela 1. Compostos com atividade antitumoral derivados de produtos naturais

marinhos em fase de estudo clinico.

Status Clinico* Nome do Composto Fonte Natural Marinha
Fase lll Aplidina Ascidia Aplidium albican
Fase Il Neova;;e;t)@ (AE- Cartilagem do tubardo Squalus acanthias
Fase PM1004 Molusco Jorunna funebris
Fase Il Kahalalide F Molusco Elysia rufescens
Fase Il Plinabulin Aspergillus sp. marinho
Fase Il ILX-651 Molusco Dolabella auricularia
Fase Il KRN7000 Esponja Agelas mauritanus

Faselell Briostatina 1 Briozoario Bugula neritina
Fase | Discodermolido Esponja Discodermia dissoluta
Fase | Espisulosina Molusco Mactromeris polynyma
Fase | Salinosporamida A Actinomiceto Salinospora tropica

*Fase |: Medicamento € testado pela primeira vez, em pequenos grupos de
pacientes (10 a 30 pessoas); Fase Il: Estudos-piloto em grupos pequenos de
pacientes (70 a 100 pacientes) para confirmar que o farmaco age na condig&o-alvo;
Fase lll: Ensaios clinicos formais com grande numero de pacientes para determinar
a eficacia do farmaco comparada com o tratamento existente (100 a 1000
pacientes); Fase |V: Seguimento poés-comercializacdo para estabelecer a eficacia e
toxicidade no uso geral (SBPPC, 2014).

Fonte: THAKUR et al., 2008; GLASER e MAYER, 2009; MAYER et. al., 2010;
GERWICK e MOORE, 2012; CLINICALTRIALS, 2014.

1)  Acidos Graxos e Cancer

Estudos epidemioldgicos ha muito tempo evidenciam a relagdo entre acidos
graxos poli-insaturados e a diminuicdo da ocorréncia de diversas doencas, entre
elas, o cancer (GERBER, 2012). Acidos graxos saturados e mono-insaturados s&o
conhecidos por aumentar o risco de cancer, ao contrario dos poli-insaturados, os
quais possuem evidéncias de atividade citotdxica em diversos tipos de cancer, como
mama (KIM et al., 2009; LIU et al., 2015), célon (KATO et al., 2007), pele (RHODES
et al., 2003), gastrointestinal (PARK et al., 2013), prostata (GU et al., 2013) e
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pancreatico (MOHAMMED et al., 2012). Em muitos estudos, esta diminuicdo esta
associada ao alto consumo de acidos graxos poli-insaturados n-3 e n-6 (KIM et al.,
2009; MURFF et al.,, 2011; GERBER, 2012). Produtos de origem natural que
possuam propriedades quimiopreventivas vem sendo utilizados no tratamento e
prevencao de diversos carcinomas (HANAHAN e WEINBERG, 2000). Dentre estes,
encontram-se 0s acidos graxos essenciais 6megas-3 e -6, 0os quais atuam sobre o
cancer através de diversos mecanismos, como supressao de transformacao
neoplasica, inibicdo do crescimento celular, aumento da apoptose e inibicdo da
producao de eicosanoides a partir de precursores de acidos graxos 6mega-6 (ROSE
e CONNOLLY, 1999; TERRY et al., 2004).

Acidos graxos podem também atuar de forma indireta na prevencdo do
cancer. Ha muitos anos € conhecida a relagdo entre a ingestdo de acidos graxos
poli-insaturados e o aumento dos niveis de colesterol de alta densidade e diminui¢cao
dos niveis totais de colesterol (NUNEZ et al., 2014). A homeostasia dos niveis de
colesterol no organismo pode ser fundamental nos tumores, o qual em altos niveis é
frequentemente associado a progressdo do cancer, uma vez que este se acumula
nos tecidos tumorais e pode também modificar o metabolismo do colesterol, fazendo
com que as células alteradas apresentem maior fenoétipo proliferativo (MURAI,
2015).

Acidos graxos livres sdo fundamentais em diversos processos metabdlicos.
Alteragcbes nos niveis destes acidos graxos no sangue podem estar relacionadas a
multiplas enfermidades, tais como diabetes mellitus (LIU et al., 2010), doenca de
Alzheimer (WANG et al., 2012) e autismo (WIEST et al., 2009). Recentemente, estas
alteracoes passaram também a ser relacionadas ao surgimento de cancer
pancreatico (ZHANG et al., 2014) e de mama (LV e YANG, 2012). Em relagdo ao
cancer de mama, foi evidenciado que os acidos graxos palmitico (C16:0), estearico
(C18:0) e linoleico (C18:2) podem atuar como biomarcadores na detecgédo do tumor.
Em geral, acidos graxos saturados e mono-insaturados sao positivamente
associados ao risco de cancer de mama, enquanto os poli-insaturados da classe n-3
e n-6 (com excecao do acido linoleico) sao inversamente associados (LV e YANG,
2012).
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Capitulo 1

ARTIGO CIENTIFICO

Todos os resultados dessa dissertacao
serao apresentados na forma de manuscrito
a ser submetido ao periodico internacional

Journal of Applied Phycology.
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Abstract

Samples of Antarctic macroalgae from three distinct islands in Antarctic Peninsula were
collected and analyzed for their fatty acid content and evaluation of cytotoxic activity in
human breast cancer cells. The profile of fatty acids was determined by gas chromatography
flame ionization detection. A total of 23 fatty acids were detected, of which 9 were saturated
(SFA), 5 were monounsaturated (MUFA) and 9 were polyunsaturated (PUFA) fatty acids.
The most notable result found in this study was the vast identification of PUFA, with values
ranging from 61.04% to 70.79 %. Also, our results demonstrated that fatty acids from
Antarctic macroalgae induce the growth inhibition MCF-7 and MDA-MB-231 human breast
cancer cells. We found that both the Adenocystis utricularis and Sarcothalia papillosa

macroalgae have fatty acids that deserve to more studies to use them in cancer therapy.

Keywords: South Shetland Islands, Antarctic macroalgae, Fatty acid, Polyunsaturated fatty
acids, Breast cancer
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Introduction

The importance of the Antarctic environment is immeasurable and global warming
and pollution may result serious effects on marine life of the frozen continent. The life in
Antarctic’s continent is limited and the low biodiversity is assigned to geographical isolation
and climatic constraints. Only 130 species have been identified in Antarctic (Wullf et al.
2009) and the major fraction of this diversity is distributed in the Antarctic Peninsula and to a
lesser extent in the region comprising the Ross Sea, at longitude 77 °S (Wiencke and Amsler
2011). Algae is a polyphyletic group of photosynthetic organisms, dissever in phylum
Ocrophyta, Chlorophyta and Rhodophyta, which have capacity of adaptation, given them the
ability to produce a wide variety of unusual compounds, which are produced only by algae,
such as phlorotannins and specific polysaccharides (Brown et al. 2014). The molecules
obtained by algae have been studied extensively, among the compounds with notable activity,
fatty acids, specially omega-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFASs), have several health
benefits. Furthermore, besides fatty acids, main substances with potential economic impact
can be biosynthesized by algae, such as steroids, carotenoids, polysaccharides, lectins,
mycosporine-like amino acids, halogenated compounds, polyketides and toxins (Cardozo et
al. 2007). Moreover, there is a globally increasing demand for alternative natural resources
with appropriate fatty acid profiles (Ginzberg et al. 2000; Siddiqui et al. 2007; Brown et al.
2014). Fatty acid biosynthesis started from acetyl-CoA (acetyl coenzyme A) through several
reactions with enzymes elongases and desaturases, increasing the number of carbons and
unsaturations, respectively (Figure 1) (Sprecher 2000). In particular, the positive point of our
research is related to little amount of references among the macroalgae in study and influence

of organic constituents with biological activity.
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Figure 1. Biosynthesis of polyunsaturated fatty acids by macroalgae.

In this context, natural products play an important role in the search for development
of new medicines (Boopathy and Kathiresan 2010; Yoneshigue-Valentin et al. 2013). Among
these, marine natural products (MNP) represent an important source of new compounds.
Currently, more than 22000 molecules from marine environment were reported in literature
(Petit and Biard 2013). MNP exhibit a wide range of biological activities, such as

antibacterial, antidiabetic, antifungal, anti-inflammatory, antiprotozoal, antituberculosis,
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antiviral and anticancer (Mayer et al. 2013; Petit and Biard 2013). Our studies have
demonstrated that natural products have antitumoral activity (Frozza et al. 2013; Begnini et al
2014; Gambato et al. 2014). Recently, we also reported the antiprotozoal, antimicrobial and
antioxidant activities of macroalgae (Guaratini et al. 2012; Machado et al. 2014; Martins et al.
2014; Torres et al. 2014).

Among these, cancer is one of the greatest causes of deaths in the world. In 2012,
approximately 14 million new cases and 8.2 million cancer related deaths were reported
(WHO 2014). Furthermore, over 20 million new cancer cases expected annually as early as
2025 (Ferlay et al. 2015). The breast cancer is the most common cancer detected in women.
The treatment to breast cancer includes surgical procedures, radiotherapy, chemotherapy and
hormone therapy. In the search for new alternatives for the cancer treatment, MNP, especially
algae, is proving to be a new source for research of new molecules. Epidemiological and
experimental studies have shown that PUFAs may reduce the incidence of several diseases,
among them, cancer (Astorg 2004; Gerber 2012; Murray 2014). The protective role of n-3
PUFAs against breast cancer is supported by evidence from in vitro and in vivo studies, and
multiple mechanisms have been proposed to reduced breast cancer risk by PUFAs, including
suppression of neoplasic transformation, inhibition of cell growth, increased apoptosis and
inhibition of eicosanoids production from n-6 fatty acid precursors (Rose and Connolly 1999;
Terry et al. 2004). Besides reducing tumor growth, fatty acids may also increase the efficacy
of radiotherapy and several drugs, such as doxorubicin, epirubicin, 5-fluorouracil, mitomycin
C and others (Hardman 2004).

On the basis of these considerations, the present study comprises the following
two objectives, determination of fatty acid composition and evaluation of potential cytotoxic
in human breast cancer cells of the fatty acids from Antarctic macroalgae Adenocystis
utricularis, Sarcothalia papillosa, Curdiea racovitzae and Georgiella confluens.

Materials and Methods

Macroalgae samples
Specimens of macroalgae were collected during December 2013, in the Antarctic

Peninsula, South Shetland Islands. Macroalgae investigated and collect information are listed
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in Table 1. Macroalgae collected were washed with local sea water to remove all the

extraneous matter, dried at ambient temperature and placed in plastic bags protects from light.

Table 1. Species and data collection of macroalgae used in the study.

Species Data Collection
Adenocystis utricularis (Bory de Saint- Robert (62°22'S, 059°41'W)
Vincent) Skottsberg 6" December, 2013

Livingston, Punta Hannah
(62°39'S, 60°36'W)

5t December, 2013
Livingston, Punta Hannah
Curdiea racovitzae Hariot (62°39'S, 60°36'W)

5t December, 2013

King George, Vaureal (62°11'S,
Georgiella confluens (Reinsch) Kylin 58°18'W)
10" December, 2013

Sarcothalia papillosa (Bory de Saint-
Vincent) Leister

Chemicals

FAME 37-Mix (Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, USA) was the analytical standard
and nonadecanoic acid (C19:0; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) was used as an
internal standard in fatty acid extraction and identification. The reagents used were analytical

grade and HPLC grade solvents.

Lipid extractions and fatty acids methyl esters preparation

The dried biomass was ground and 1 g from each milled sample was stirred and stored
in 30 mL chloroform/methanol (1:2, v/v) and 10 mL sodium sulfate (1.5 g L) during 30 min
at 20 °C under reflux. After 30 min, 10 mL chloroform and 10 mL sodium sulfate (1.5 g L)
were added. Extracts were centrifuged at 2500 rpm and the organic phase was separated and
dried using nitrogen, according to Bligh and Dyer method (Bligh and Dyer 1959). The lipids
were converted to their methyl esters using the standard boron trifluoride-methanol (BFs)
method (Moss et al 1974). The resultant mixture of fatty acid methyl esters (FAME) in
hexane/chloroform (4:1, v/v) was subjected to gas chromatography-flame ionization detection
(GC-FID).

Gas-chromatography analysis

The quantitative GC analyses were performed according to the following conditions
using a gas chromatograph GC/FID-2010 with an AOC-20i autosampler (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan) equipped with a fused-silica capillary column (Rtx-WAX, 30 m x
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0.25 mm I.D. x 0.25 pm film thickness). Injections were performed with a 1:25 split ratio,
and hydrogen was used as the carrier gas under constant flow mode at 1.2 mL/min. The
injector was heated to 250 °C and a flame-ionization detector operated at 250 °C. The initial
programmed oven temperature was 100 °C, which was increased by 7 °C/min up to 200 °C,
increased by 5 °C/min to 202.6 °C, and held isothermal for 2 min at this temperature. It was
then increased by 5 °C/min to 222.9 °C and held isothermal for 2 min, and then increased by 5
°C/min to 230 °C and held isothermal for 10 min at 230 °C (Argandofa et al 2000; Tang and
Row 2013). The internal standard solution containing nonadecanoate methyl ester (C19:0 >
99.0%; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) was prepared at a concentration of 2
mg/mL by dissolving 20 mg methyl nonadecanoate in 10 mL of n-hexane in a volumetric
flask.

Determination of cytotoxicity
Cell culture

Human breast cancer adenocarcinoma MCF-7 and MDA-MB-231 and chinese hamster
ovary (CHO) cell lines were obtained from the Rio de Janeiro Cell Bank (PABCAM, Federal
University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil) and routinely cultured in our laboratory.
MCF-7 and CHO cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM),
supplemented with 10 % foetal bovine serum (FBS) purchased respectively from Vitrocell
Embriolife (Campinas, Brazil) and Gibco (Grand Island, NY, USA). MDA-MB-231 cells
were cultured in LEIBOVITZ L-15 medium (purchased from Cultilab, Campinas, Sao Paulo,
Brazil) supplemented with 10 % FBS, 1 % L-glutamine, 1 % penicillin, and 0.2 mg mL™*
sodium bicarbonate. Cells were seeded at a density of 2 x 10* cell per well in a volume of 100
mL in 96-well plates, grown at 37 °C in an atmosphere of 95% humidified air and 5% CO>
(with exception of MDA-MB-231 which was grown without any CO.). The experiments were
performed with cells in the logarithmic phase of growth. Cells without any treatment were

used as controls in all experiments.

Cell viability assay

The viability of MCF-7, MDA-MB-231 and CHO cells lines were assessed by
measuring  the  reduction of soluble MTT  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5
diphenyltetrazolium bromide) to water-insoluble formazan (Vasconcelos et al 2013). Cells
were treated with different concentrations of fatty acids from macroalgae A. utricularis, S.

papillosa, C. racovitzae and G. confluens (1-200 pg mL™) for 24, 48 and 72 hours. These
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components were previously dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) and added to the
medium supplemented with 10% FBS to the desired concentrations. The final DMSO
concentration in the medium never exceeded 0.2%, and an additional group was exposed to an
equivalent concentration of this solvent.

Thereafter, the incubation medium was removed, and subsequently 180 uL. of medium
and 20 uL MTT (5 mg MTT/mL solution) were added to each well. The plates were incubated
for an additional 3 h, and the medium was discarded. DMSO was added to each well, and the
formazan was solubilized on a shaker for 5 min at 100 g. The absorbance was read on a
microplate reader (Victor X5, PerkinElmer, USA) at a test wavelength of 492 nm. Cell
inhibitory growth was determinate as follows: inhibitory rate = (1 - ADbSsgotreated cells /
ADbSag2control cells) X 100 %. All observations were validated by at least two independent

experiments in triplicates for each experiment.

Live/dead assay

The live/dead cell viability assay® (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) was conducted
following the manufacturer’s instructions. Briefly, cells were treated with 100 pg mL? of
fatty acids from macroalgae A. utricularis and S. papillosa for 48 h. Live cells were able to
take up calcein and could be analyzed by green fluorescent light emission (488 nm). Ethidium
bromide homodimer diffuses through the permeable membrane of dead cell and binds into
their DNA. Dead cells could be detected by red fluorescent signal (546 nm). The live/dead
assay was analyzed using a fluorescence microscope Olympus IX71 (Olympus Optical Co.)
by multicolor imaging. The number of red (dead) and green cells (live) in a total of 100 cells
was counted in triplicate for each sample. Viability was expressed as the average percentage

of viable cells. This experiment was repeated two times.

DAPI assay

To detection of apoptosis was by DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) staining,
which forms fluorescent complex with double-stranded DNA. Cells seeded in 96-well plate
were treated with 100 ug mL™? of fatty acids from A. utricularis and S. papillosa macroalgae.
After incubation, the cells were washed three times in phosphate-buffered saline (PBS) and
fixed with 1 mL methanol solution at room temperature for 10 min. The fixed cells were then
washed with PBS and stained with a DAPI solution at room temperature in the dark. The
nuclear morphology of the cells was examined by fluorescence microscopy Olympus IX71

(Olympus Optical Co.).
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Statistical analysis

Data sets MTT assay were analyzed using a factorial ANOVA followed by a Tukey
test for multiple comparisons, while LIVE/DEAD and DAPI were analyzed by two-way
ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test. All data were expressed as mean + SEM.
Significance was considered at p value < 0.05 in all analyses.

Results
Fatty acid composition of macroalgae Adenocystis utricularis, Sarctohalia papillosa, Curdiea
racovitzae and Georgiella confluens

Fatty acids from macroalgae samples were identified and quantified using GC-FID
analyses. Total fatty acids content in the analyzed algae are shown in Table 2. In the brown
algae Adenocystis utricularis was identified twenty different fatty acids, whereas in red
macroalgae Sarcothalia papillosa, Curdiea racovitzae and Georgiella confluens were
identified fourteen, fifteen and thirteen different fatty acids, respectively.

Saturated fatty acids (SFASs) represented 29.45% of the total of fatty acids in
macroalgae A. utricularis. In red algae S. papillosa, C. racovitzae and G. confluens the total
of SFA was 24.97%, 27.45% and 25.76%, in that order. The most abundant SFA in all
macroalgae studied was palmitic acid (C16:0).  Among unsaturated fatty acids,
eicosapentaenoic acid (EPA, C20:5n3) was the most representative PUFA in all species.

Palmitoleic acid (C16:1), oleic acid (C18:1n9c), linoleic acid (C18:2n6c), linolenic
acid (C18:3n3) and arachidonic acid (C20:4n6) were found in significant concentrations in the
macroalgae. PUFA constituted more than half of total fatty acids in macroalgae studied,
ranging from 61.04% to 70.79% of the total fatty acids. The major concentrations of
monounsaturated fatty acids (MUFA) oleic acid (8.25% of total FA) and palmitoleic acid
(5.28% of total FA) were found in A. utricularis and G. confluens, respectively. The highest
concentrations of linoleic acid (9.36% of total FA) and linolenic acid (9.99% of total FA)
were found in red macroalgae A. utricularis.

Some fatty acids were found only in one algae, such as heptadecanoic acid (C17:1,
0.71% of total FA), cis-11,14,17-eicosatrienoic acid (C20:3n3, 0.45% of total FA, behenic
acid (C22:0, 0.35% of total FA) and lignoceric acid (C24:0, 0.04% of total FA), which were
found just in A. utricularis. Moreover, lauric acid (C12:0, 1.33% of total FA), euric acid
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(C22:1n9, 0.67% of total FA) and docosahexaenoic acid (C22:6n3, 0.93% of total FA) were
found only in C. racovitzae, S. papillosa and G. confluens, respectively.

In a near future these data can be sources of chemical constituents of these algae.
Furthermore, it is important to point out the implications of these fatty acids extracts in the

study of new bioactive field in combat to tumor cells.

Determination of cytotoxicity by MTT assay

Between all four fatty acids from Antarctic macroalgae tested for cytotoxic activity
against MCF-7 and MDA-MB-231cells, two (A. utricularis and S. papillosa) demonstrated a
significant activity at 48 h, inhibiting more than 50% of tumor cells at the concentration of
100 pg mL™. Among CHO cell (non-tumor cell), in the major fatty acids from macroalgae
analyzed, did not reach 50% growth inhibition, with the exception of macroalgae A.
utricularis and G. confluens, which achieved 50% inhibition at the highest concentration (200
ug mL?). For all tumor and non-tumor cells analyzed, cell viability was decreased in a
concentration and time-dependent behavior (Figure 2a-d). To tumor cells, all macroalgae
fatty acid analyzed (with exception of A. utricularis) demonstrated the capacity to inhibiting

more than 50% of the growth of cells.

Live/dead assay
Live/dead assay showed that fatty acids from Antarctic macroalgae A. utricularis and
S. papillosa significantly reduced the cell viability (top panel in Figure 3). The bottom panel

in Figure 2 shows the mean of dead cells calculated from three different areas of the plate.

DAPI assay

DAPI staining revealed that nuclei with chromatin condensation and apoptotic bodies
were formed in cells that were cultured with fatty acids from A. utricularis and S. papillosa
macroalgae, however, no significant difference was found between samples and control. The
Figure 4 illustrates the cells stained with DAPI and observed under a fluorescence
microscope. Viable cells (control group) with intact DNA and just slightly activated in the
fluorescence microscope image were negative to DAPI and the compound Doxorubicin was

used as a positive control to DAPI.
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Table 2. Percentage fatty acid composition of Antarctic macroalgae.

Adenocystis Sarcothalia Curdiea Georgiella
utricularis papillosa racovitzae confluens
C12:0 - - 1.33+0.00 -
C14:0 6.46 £ 0.01 1.42 +0.00 1.85+0.01 2.24 +£0.02
C15:0 0.23+£0.00 0.19 +£0.00 0.24 £0.00 0.34+0.00
C16:0 19.15+0.04 19.97 + 0.07 20.62 +£0.11 21.77 £0.20
C16:1 0.39+0.00 1.51 +0.00 1.39+£0.00 5.28 +0.03
C17:0 0.51+0.00 - 0.49+0.00 -
Cl7:1 0.71+0.00 - - -
C18:0 2.19+0.01 3.39+0.00 2.92+£0.02 1.41 £ 0.00
C18:1n9c 8.25+0.01 1.62 +£0.00 1.26 £ 0.00 1.29+0.01
C18:2n6c¢ 9.36 £0.01 1.20 £ 0.00 1.56 £ 0.02 1.30 £ 0.00
C18:3n6 0.55+0.00 1.31+0.00 0.86 = 0.00 0.78 +0.00
C18:3n3 9.99+0.02 0.64 +0.00 - 3.05+0.01
C20:0 0.52 +£0.00 - - -
C20:2 0.27 +0.00 - 0.10 £ 0.00 -
C20:3n6 0.81+0.00 0.70 +0.00 1.10 £ 0.00 0.53+0.00
C20:4n6 9.05%0.00 17.11 +0.05 15.06 + 0.08 1.70£0.01
C20:3n3 0.45+0.00 - - -
C20:5n3 30.56 + 0.03 49.83 +0.16 51.10 £ 0.26 59.39+0.54
C22:0 0.35+0.00 - - -
C22:1n9 - 0.67 £ 0.00 - -
C22:6n3 - - - 0.93+0.01
C24:0 0.04 +0.00 - - -
C24:1n9 0.11+0.00 0.43+0.00 0.08 £ 0.00 -
>n-3 41.0 50.47 51.10 63.37
>n-6 19.77 20.32 18.58 431

— not detected
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Figure 2a. Effect of different concentrations at 24, 48 and 72 h of fatty acids from macroalgae A. utricularis in inhibition of MCF-7, MDA-MB-
231 and CHO cells. Cytotoxicity was assessed by MTT assay. Data are expressed as mean + SEM of a representative experiment performed in
duplicate (n = 2). Significance was considered at P < 0.05 (Tukey test). Capital letters indicate differences between different times. Lower case

letter indicate differences between different concentrations. Difference between cells was not considered.
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Figure 2b. Effect of different concentrations at 24, 48 and 72 h of fatty acids from macroalgae S. papillosa in inhibition of MCF-7, MDA-MB-
231 and CHO cells. Cytotoxicity was assessed by MTT assay. Data are expressed as mean = SEM of a representative experiment performed in
duplicate (n = 2). Significance was considered at P < 0.05 (Tukey test). Capital letters indicate differences between different times. Lower case

letter indicate differences between different concentrations. Difference between cells was not considered.
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Figure 2c. Effect of different concentrations at 24, 48 and 72 h of fatty acids from macroalgae C. racovitzae in inhibition of MCF-7, MDA-MB-
231 and CHO cells. Cytotoxicity was assessed by MTT assay. Data are expressed as mean = SEM of a representative experiment performed in
duplicate (n = 2). Significance was considered at P < 0.05 (Tukey test). Capital letters indicate differences between different times. Lower case

letter indicate differences between different concentrations. Difference between cells was not considered.
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Figure 2d. Effect of different concentrations at 24, 48 and 72 h of fatty acids from macroalgae G. confluens in inhibition of MCF-7, MDA-MB-

231 and CHO cells. Cytotoxicity was assessed by MTT assay. Data are expressed as mean + SEM of a representative experiment performed in

duplicate (n = 2). Significance was considered at P < 0.05 (Tukey test). Capital letters indicate differences between different times. Lower case

letter indicate differences between different concentrations. Difference between cells was not considered.
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A. utricularis S. papillosa
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Control A. utricularis
MDA-MB-231
o 3 Control
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—_— A. utricularis
.%. MW S papillosa
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—

Dead cells (%)

MCF-7 MDA-MB-231

Figure 23. Breast cancer cells were treated with fatty acids from A. utricularis and S.
papillosa macroalgae 48 h. (A) Quantitative analysis of cell death was estimated by
LIVE/DEAD assay, using a fluorescence microscope Olympus 1X71 (Olympus Optical Co.,
Tokyo, Japan). (B) The graphic shows the mean + SEM of three different areas of the plate.
The long arrow indicates dead cells and the short arrow indicates live cells. Symbols indicate

statistical differences. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. Bar indicates 100 pm.
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Figure 4. MCF-7 and MDA-MB-231 cell apoptosis (as assessed by DAPI staining). (A)
Quantitative analysis of apoptotic cell was estimated by DAPI staining, using a fluorescence
microscope Olympus 1X71 (Olympus Optical Co., Tokyo, Japan). (B) The graphic shows the
mean £ SEM of three different areas of the plate. The long arrow indicates apoptotic cells
(condensed or fragmented nuclei) and the short arrow indicates live cells. No significant

difference was found. Bar indicates 100 um.
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Discussion

In recent years, our researcher group has reported the identification of fatty acids from
microalgae (Pinto et al. 2011), macroalgae (Martins et al. 2012) and synthetic derivatives
(Hobuss et al. 2012; Pacheco et al. 2014). The biosynthesis of chemical molecules by
macroalgae may change according to the environmental conditions. In special, to regulate
membrane fluidity in response to low temperatures, macroalgae from cold regions have a high
production of fatty acids and increasing the degree of unsaturation, as a result of adaptation to
the environment, producing PUFAs in larger quantities, specially omegas-3 and -6 (Graeve et
al. 2002; Bhosale et al. 2009). In our study, the high PUFAs values found in these Antarctic
macroalgae (ranging from 61.04% to 70.79%) can be explained by their necessity to adapt at
temperatures lower than -20 °C (Thomas and Dieckmann 2002). The main metabolic function
changed in these conditions is among the maintenance of the function of lipid membranes by
increasing the production of unsaturation (Guschina and Harwood 2006; Los et al. 2013).
Fatty acids are an important class of lipids, which are energy storage molecules and
components of cell membranes, commonly present as esters of glycerol in phospholipids,
glycolipids and triacylglycerols. Fatty acids are constituents of lipid bilayer, act as intra /
extracellular messengers and as cofactors in enzymatic electron transfer reactions in
mitochondria and chloroplast (Simopoulos 2008).

Macroalgae of Ochrophyta class is known to have concentration of C20 PUFA higher
than C18 PUFA, which is in agreement with our results in brown macroalgae A. utricularis
(Li et al. 2002; Narayan et al. 2004). In this study, the total content of C20 PUFA ranged from
61.62% to 67.64% in brown algae, while total C18 PUFA ranged from 2.42% to 5.13%. The
main C20 PUFA showed was eicosapentaenoic acid (C20:5n3) ranging from 30.56% to
59.39% of total FA. Beside these fatty acids, Kumari and co-authors (2010) described that
myristic acid (C14:0) and palmitic acid (C16:0) were found in large quantities in Ochrophyta
macroalgae, which was also found in our study, where, myristic acid corresponded to 6.46%
and palmitic acid to 19.15% to the total fatty acids showed in A. utricularis.

Among red algae (Rhodophyceae), the literature describes that the most prevalent
PUFA are arachidonic acid (ARA, C20:4n6) and EPA (C20:5n3) (Kumari et al. 2010), which
is in agreement with our results, with exception of G. confluens, which presented ARA
corresponding to 1.70% of the total fatty acids. Fatty acid composition of Antarctic G.
confluens was previously studied by Graeve (2002). Similarly to our study, G. confluens was
rich in palmitic acid and eicosapentaenoic acid, but in the present study, was found the highest

level of total n-3 PUFA. The variation of fatty acid content between species of the same
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phylum can be influenced by season, geographical regions and age (Thomas and Dieckmann
2002). Palmitic acid (C16:0) was the most prevalent SFA in all red algae studied (19.15% to
21.77% of total FA). The high values of omega-3 found in macroalgae under study are
interesting because algae produce PUFA which mammals cannot make, such as omegas-3 and
-6, considered essential for humans (Plourde and Cunnane 2007) and confirm the capacity of
macroalgae to survive at low temperatures, ice and variations in solar radiation (Wiencke et
al. 2007).

Previous in vivo and in vitro studies in MDA-MB-231 and MCF-7 breast cancer cells
showed that n-3 PUFAs may be effective in reducing cell growth, reduced tumor volume and
prevention of metastasis, among others (Barascu et al. 2006; Horia and Watkins 2007;
Mandal et al. 2010; Corsetto et al. 2012; Wannous et al. 2013). In this study, according to
MTT assay (Figure 2) all FA from Antarctic macroalgae showing antitumor activity against
both cells, and the inhibition was lower against non-tumor CHO cell line than for the breast
cancer cell lines MCF-7 and MDA-MB-231. The Fatty acids tested showed little or no
cytotoxicity against CHO cell line at concentrations up to 100 pg mL™. The results
demonstrated that FA from Antarctic macroalgae were selective to tumorigenic cells,
furthemore they affected to a lesser proportion the non-tumor CHO cells.

Nevertheless, the percentage of non-viable cells was evaluated by LIVE/DEAD assay
(Figure 3). Results showed that the treatment with fatty acids from A. utricularis and S.
papillosa in a concentration of 100 pg mL™* were effective to growth inhibition of tumor cells,
resulting in significantly lower number of viable cells after 48 h compared to control
untreated cells, a previously described capacity of PUFAs (Barascu et al. 2006). In MCF-7
cell the percentage of non-viable cells was 26.26% to A. utricularis and 10.31% to S.
papillosa compared with 1.5% of control. To MDA-MB-231 cell the results was 21 and
16.5% to A. utricularis and S. papillosa, respectively. In the literature, was related the
inhibition of breast cancer tumor cells by n-3 PUFAs (Wannous et al. 2006) as well as other
types of cancer (Xia et al. 2006; Zheng et al. 2014, Liu et al. 2015).

Several studies investigated the cytotoxicity induced by fatty acids, mainly n-3 PUFA
in some types of cancer, such as breast (Kim et al. 2009; Liu et al. 2015), colon (Kato et al.
2007), skin (Rhodes et al. 2003), gastrointestinal (Park et al. 2013), prostate (Gu et al. 2013)
and pancreatic (Mohammed et al. 2012), while SFA and MUFA have been found to increase
risk of cancer. Moreover, n-3 PUFAs could be effective to treatment of side effects of cancer,
such as cachexia, cognitive impairment, distress, pain and fatigue (Pottel et al. 2014). Yu et al.

(2015) investigated four major types of FA for their possible involvement in pancreatic



365
366
367
368
369
370
371

372
373
374
375
376
377
378
379
380
381

382
383
384
385
386
387
388
389
390
391

392
393
394
395
396
397
398

56

cancer. They found evidence that suggests that increased SFAs, MUFAs and n-6 PUFAs
augmented lipid metabolisms so as to increase the viability of pancreatic cancer cells. In
contrast, increased n-3 PUFA augmented lipid metabolisms so as to promote pancreatic
cancer cell death. It could be explain some of results, since that tested macroalgae samples
exhibited different fatty acid profiles and anticancer potential. Furthermore, it has been
demonstrated that different types of FA may exert differential impact on many cancer cells by
different mechanisms (Terry et al. 2004; Liu et al. 2015; Nielsen et al. 2014). Also, reduction
of tumor growth of some types of cancer by the anti-inflammatory eicosanoid prostaglandin
D2 (PGDy), while pro-inflammatory eicosanoids (derived from n-6 PUFA) prostaglandin E;
(PGE2) and leukotrienes B4 and D4 (LTB4 and LTD4) promote tumor growth and metastasis
(Wang and Dubois 2010). Our study demonstrated that fatty acids of A. utricularis and S.
papillosa macroalgae from Antarctic region was be able to induce the death cell but not by
apoptosis, according to DAPI staining results (Figure 4). Similarly, Shinohara et al. (2015)
reported that several fatty-acid derivatives induce autophagic cell death, in human leukemia
K562 cells. Despite several in vivo and in vitro studies assert that FA may inhibit the breast
tumor growth, the mechanisms by which cell proliferation or cell death, or both, are affected
by n-3 PUFA (Schley et al. 2005).

The application of these lipid extracts has significant results for bioassays cytotoxicity.
The cold environment of macroalgae lead to the formation of lipid materials with high levels
of PUFAs. In the future, these results of fatty acids may be compared with current
environmental values and characters may be taken into account. Algae other polar
environments under similar conditions also deserve further study of biochemistry and its

implications.

Conclusion

Data presented in this paper indicated that the production of polyunsaturated fatty acids is
significant in macroalgae from Antarctic. The present study is a part of an environmental
program researcher and reports for the first time identification of fatty acid profile of
macroalgae Adenocystis utricularis, Sarcothalia papillosa and Curdiea racovitzae. We have
showed that macroalgae from Antarctic are a rich source of PUFAs, especially omega-3. Our
results demonstrated that fatty acids from Antarctic macroalgae in special for A. utricularis
and S. papillosa were able to induce the growth inhibition in MDA-MB-231 and MCF-7
human breast cancer cells. Moreover, to non-tumor cell line analysed, the growth inhibition
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was significantly lesser than tumor cells. Further studies are necessary to understand how
fatty acids interact with cell metabolism and developing future strategies to use them in

cancer prevention and therapy.
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5 CONCLUSAO

Pela primeira vez foi reportado o estudo de composicédo de acidos graxos das
macroalgas Antarticas Adenocystis utricularis, Sarcothalia papillosa e Curdiea
racovitzae e foi avaliado o potencial efeito citotoxico destes compostos em linhagens
tumorais de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231. A Cromatografia Gasosa com
Detector de lonizagdo de Chama (GC-FID) foi a ferramenta empregada para a
identificagdo desses acidos graxos. Foram identificados 23 4&cidos graxos,
destacando-se a expressiva proporcdo de acidos graxos poli-insaturados
encontrados em todas as algas estudadas e valores que variaram de 61,04 a 70,79
% do total de acidos graxos. Todas as algas estudadas apresentaram satisfatorio
efeito sob a inibicdo do crescimento de células tumorais de mama, destacando-se
entre elas, as espécies A. utricularis e S. papillosa em concentracdo de 100 pg mL"
apos 48 horas de tratamento, que apresentaram valores menores de inibicdo na
linhagem nao tumoral CHO quando comparadas as linhagens tumorais. Com base
nisto, podemos concluir que as macroalgas A. utricularis e S. papillosa apresentaram
acidos graxos com potencial citotoxidade em linhagens tumorais de mama , porém,
estudos complementares sao necessarios para elucidar o mecanismo pelo qual

estes acidos graxos interagem com o metabolismo celular.
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