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RESUMO

O cancer ¢ um problema de saude mundial com altos indices de mortalidade. A
quimioterapia esta entre os principais métodos terapéuticos de escolha, no entanto apresenta
adversidades, principalmente no que diz respeito a alta toxicidade para as células normais e
quimioresisténcia dos tumores, o que demonstra a necessidade de estudos para o
desenvolvimento de novos farmacos. Os secretomas sdo o conjunto de proteinas que a célula
secreta para o meio extracelular, contendo diversas biomoléculas complexas, com as mais
diversas caracteristicas, o que o torna uma excelente fonte para a prospec¢ao de moléculas
bioativas. Assim, esse estudo teve como objetivo estudar a atividade citogenotoxica de 5
secretomas de microrganismos encontrados no alimento larval de abelhas sem ferrdo. O ensaio
de redugdo da resazurina ndo demonstrou citotoxicidade dos secretomas em células de
linhagens tumorais e ndo tumorais ¢ o ensaio de genotoxicidade ndo apresentou resultados
significativos quanto a inducdo de microntcleos. Entretanto, vale ressaltar que apesar das
biomoléculas presentes nos secretomas nao terem apresentado efeito citogenotdxico para as

c¢lulas tumorais, elas podem ser efetivas para outras patologias.

Palavras-chave: cancer, quimioterapia, sobrenadante
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer

O cancer ¢ o resultado de alteragdes genéticas em uma Unica célula somatica, as quais
estdo ligados ao mecanismos de divisdo celular. Essas mutagdes geram células capazes de
proliferar continuamente ndo dependendo de caracteristicas fisioldgicas, como fatores de
crescimento ¢ hormonios (PRADO, 2014). Assim, ¢ uma doenga que tem como caracteristica
a neoplasia, sendo considerado um distarbio clonal. Além disso, areas epigenéticas,
transcriptdmicas e protedmicas estdo sendo cada vez mais associadas ao cancer por meio das

vias de sinalizagdo, as quais podem ser reguladas por elas (MALTA et al., 2018).

A carcinogénese ou oncogénese ¢ o nome dado a formagao do cancer, esse processo ¢é
dividido em trés fases principais: inicial, promog¢ao e progressdo. No estagio inicial os agentes
cancerigenos atuam modificando o DNA, nele ainda ndo € possivel identificar o cancer, porém
as células ja estdo geneticamente modificadas. A segunda fase ¢ a de promocao, nela agentes
oncopromotores vao transformar a célula iniciada em maligna, de forma lenta e gradual. Por
fim, ha a progressdo do tumor que ¢ a multiplicagdo descontrolada e irreversivel das células
anormais, progredindo para os primeiros sintomas observaveis clinicamente da doenca (INCA,

2022b).

Os tumores podem ser classificados como benignos ou malignos, a diferenga entre eles
estd nas caracteristicas apresentadas pelas células (PRADO, 2014). Para ser classificado como
tumor maligno, ¢ necessario apresentar as seguintes caracteristicas: crescimento desordenado
das células, e capacidade de migracao das células para outras regides do corpo, este processo €
nomeado de metastase. J4 os tumores benignos, s3o uma massa de células, a qual permanece
em seu tecido ou 6rgdo de origem, ou seja, ndo sdo capazes de realizarem metastase. (ALVES;

TAVARES; BORGES, 2020).



Existem vérios tipos de canceres, dentre eles se tem os sarcomas, os quais t€ém origem
no tecido mesenquimal e apresentam clinicamente uma grande variedade de comportamento,
uma probabilidade alta de ser agressivos e possuem uma tendéncia a metdstase minima
(NACEV et al., 2020). J4 o melanoma se origina nos melandcitos (células produtoras de
melanina), sendo que esse tipo de cancer na regido Sul ¢ mais incidente quando comparado as

demais Regides para ambos os sexos(GUO et al., 2020; INCA, 2022a).

Além disso, a Estimativa de 2023 de Incidéncia de cancer no Brasil aponta que para
cada ano do triénio 2023 a 2025 o nimero de novos casos de cancer seja de 704 mil, se excluir
o cancer de pele ndo melanoma sdo 483 mil casos. Mais especifico para o cancer de pele do
tipo melanoma, ¢ estimado que tenha 8.980 novos pacientes, sendo que na regido Sul é mais

incidente quando comparado com outras regides do Brasil (INCA, 2023a).

O cancer ainda ¢ a principal causa de morte entre hispanicos ¢ americanos de origem
asiatica, segundo pesquisas feitas nos Estados Unidos (SIEGEL et al., 2021). Além disso, a
taxa de sobrevida global em 5 anos ¢ de 68% para brancos e 63% para negros (SIEGEL et al.,
2021). Segundo a folha informativa de 2020 da Organiza¢do Pan-americana de Satde o cancer
¢ a segunda principal causa de morte no mundo e € responsavel por 9,6 milhdes de mortes em
2018. Estes dados deixam explicito a urgéncia no desenvolvimento de novas terapias que

ajudem a combater esse grande problema de satde publica.

Segundo TAVARES et al, 2019, dentro dos tratamentos oncoldgicos, tem-se
principalmente: cirurgia, quimioterapia, radioterapia, hormonioterapia, terapia alvo e
imunoterapia. A escolha da melhor terapia depende do grau do tumor no paciente, sendo a
quimioterapia a abordagem terapéutica mais amplamente utilizada. Na maioria das vezes as

abordagens terapéuticas sdo usadas em conjunto para se obter uma maior chance de cura.



1.2. Quimioterapia

A quimioterapia ¢ um dos possiveis tratamentos para o cancer, a qual busca impedir ou
dificultar o crescimento das células cancerigenas (ALVES; TAVARES; BORGES, 2020). A
quimioterapia pode ser administrada de diferentes formas, alguns exemplos sdo: via oral,
intravenosa, intramuscular, subcutanea, intratecal e topica. A resposta a esse tratamento ¢ muito
variavel, sendo que alguns pacientes podem ter um bom resultado com um ou dois ciclos,

enquanto outros precisam de oito ou mais (INCA, 2023Db).

Os quimioterapicos sdo drogas citotoxicas que podem ter mecanismos de agdo
envolvendo a sintese e fungdo macromolecular, a qual pode ser inferida na sintese de DNA,
RNA ou de proteinas. Essa interferéncia leva a célula a processos de diferenciacdo, senescéncia
ou apoptoticos (ELISE; KELLER, 2016). Esses medicamentos t€ém como objetivo atacar
células que se dividem rapidamente e ndo sdo especificos. Dessa forma, ¢ possivel que ele
também ataque as células saudaveis e cause efeitos colaterais ndo desejaveis no organismo
(TAVARES et al., 2019). Os sintomas podem incluir perda de cabelo, anemia, leucopenia,
trombocitopenia, hiperpigmentagdo, enjoo, nefrotoxicidade, ototoxicidade, neurotoxicidade e

outros (INCA, 2023b).

Além disso, ainda hé problemas relacionados a quimio-resisténcia que limita a eficacia
do tratamento (PRIHANTONO; FARU, 2021). Havendo uma exposi¢ao prolongada a um tipo
de quimioterdpico as células tumorais podem desenvolver mecanismos de reparo do DNA
modificado por esses medicamentos, esses reparos sdo feitos por proteinas poli (ADP-ribose)
polimerase (PARP) que sdo ativadas e recrutam enzimas para realizar o reparo (KARAM

REBOLHO ORIENTADORA; REGINA BONINI DOMINGOS, [s. d.]).

1.3. Sobrenadante bacteriano



As bactérias sdo seres procariontes e unicelulares, podendo viver isoladas ou em grupos.
A secre¢do de proteinas ocorre em todos os tipos de bactéria: gram-positiva e gram-negativa.
Entretanto, os mecanismos em que isso ocorre podem ter algumas diferengas entre as duas. As
duas principais vias de secrecdo de proteinas sdo: da Sec (secrecdo) e da Tat (translocacdo de
arginina dupla) (TSOLIS et al., 2019). A rota Sec ¢ encontrada no reticulo endoplasmatico e
atua em proteinas ndo-dobradas (unfolded), as quais irdo se dobrar em sua estrutura nativa no
lado trans da membrana. J4 a Tat transloca proteinas dobradas através das membranas
bioldgica, e acredita-se que seu papel fisiologico € expandir o grupo de substratos translocaveis

a estruturas ja dobradas (NATALE; BRUSER; DRIESSEN, 2008).

Apbs a sintese proteica, essas moléculas podem seguir dois caminhos distintos. O
primeiro seria a maturagdo e transporte para o meio extracelular, sendo as proteinas que seguem
essa via chamadas de secretadas. E o segundo ¢ ser inserida na membrana celular, sendo ditas
como proteinas de superficie. Sendo assim, o secretoma bacteriano ¢ definido como o conjunto
das proteinas transportadas na célula e secretadas para o meio extracelular (ZUBAIR et al.,
2020). O estudo do secretoma bacteriano envolve a analise das proteinas que o organismo
produz e secreta para o exterior da célula, podendo ser em resposta a uma variagdo ambiental

ou ndo (FERREIRA et al., 2009).

Os secretomas bacterianos podem ser fonte de diversas biomoléculas, por exemplo
proteinas, enzimas e citocinas com diferentes atividades bioldgicas em células eucariotas,
podendo ser aplicadas em varias doengas e patologias. Em estudos preliminares, o grupo de
pesquisa do LABGEN/IBTEC detectou atividade antimicrobiana em alguns secretomas de uma
cepa bacteriana encontrada no alimento larval de abelhas sem ferrdo. Atualmente, hd uma
preocupagao global sobre a dificuldade no combate de patdogenos resistentes e assim a busca

por novos medicamentos com fun¢do antimicrobiana ¢ extremamente necessaria (SANTOS et



al., 2022).Uma vez que foi encontrado um secretoma com atividade antimicrobiana em uma
cepa bacteriana, ¢ extremamente interessante que se avalie a atividade genotoxica desse

secretoma para avaliacdo da seguranca de seu uso.

Com as estimativas de numeros de canceres no Brasil e no mundo ¢ sempre necessario
que haja estudos sobre medicamentos nessa patologia. A quimioterapia ¢ um dos tratamentos
mais utilizados para todos os tipos de cancer, ¢ devido aos problemas aqui apresentados que
esse tipo de terapia pode ter € preciso de pesquisas para o desenvolvimento de medicamentos
que sejam menos toxicos para o organismo humano e possa combater a quimioresisténcia dos

tumores.

2. OBJETIVO

Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a capacidade antitumoral e
genotoxica in vitro dos secretomas bacterianos obtidos do alimento larval de abelhas sem ferrdo
depositadas no banco de microrganismo do LABGEN/IBTEC - UFU em células tumorais de
sarcoma murino (TG180) e melanoma murino (B16F10) e ndo tumorais de miocito murino
(C2C12), com o intuido de se encontrar moléculas que inibam o crescimento desses importantes

tipos tumorais.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Manutencao das linhagens in vitro

As linhagens tumorais utilizadas foram sarcoma (TG180) e melanoma (B16F10). Ja&
para as c€lulas ndo-tumorais utilizou miocito (C2C12). Elas foram cultivadas in vitro em meio
RPMI-1640 (Gibco, Pasley, UK) com suplementagdo de HEPES, L-glutamina, penicilina,
estreptomicina (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) e soro fetal bovino inativado por
aquecimento (Cultilab, 40, Campinas, Brasil) e mantidas em estufa a 37°C e 5% CO> de acordo

com as orientagdes dos fabricantes.



3.2. Producao do secretoma

Para a produ¢ao do sobrenadante os microrganismos foram inoculados em 5 mL de BHI
e incubados a 37°C por 24 horas. Uma aliquota de 200 uL do caldo bacteriano foi inoculada em
50 mL de caldo LB e incubados a 31°C+1 por 48h, sob agitagdo em shaker a 200 rpm. O caldo
obtido foi centrifugado a 10.000 giros por 4 minutos, para sedimenta¢do das células bacterianas.

O sobrenadante gerado foi coletado, filtrado com filtro para de 0,22 micras e liofilizado.

Este estudo foi realizado com 5 sobrenadantes, produzidos a partir de microrganismos
isolados das abelhas sem ferrdo Melipona quadrifascita, Melipona scutellaris e Tetragonisca
angustula, provenientes da Cole¢do de Microrganismos Isolados de Abelha sem Ferrdo do

Laboratdrio de Genética Do Instituto de Biotecnologia UFU (CoMISBee).

3.3. Ensaio de citotoxidade por reduc¢io da resazurina

O ensaio de viabilidade celular foi realizado pelo método de redugdo da resazurina. As
linhagens celulares foram incubadas em 100 pL. de meio de cultura RPMI-1640 completo em
uma microplaca estéril de 96 pogos com o secretoma da bactéria, cada pogo deve conter um
ntimero de 10° de células. A microplaca foi incubada a 37°C em uma estufa com 5% de CO»
por 24 horas. Apds essa etapa do tratamento, foi acrescentado a cada pogo 20 uL do agente
revelador resazurina, podendo ser lido apos 4 horas de incuba¢do nas mesmas condigdes ditas

anteriormente.

Os experimentos foram realizados em triplicatas. A leitura da placa foi feita em uma
leitora de placa com comprimentos de onda de 570 e 600nm e as absorbancias foram utilizadas

na formula de calculo da viabilidade celular.

3.4. Ensaio de genotoxicidade in vitro

O ensaio de genotoxicidade foi feito pelo teste de microntcleo in vitro utilizando a

linhagem C2C12. Foram escolhidas trés concentragdes do secretoma que apresentarem



viabilidade celular acima de 50%. As células foram cultivadas na presenga dos secretomas por
24 horas e por mais 24 horas na presencga de citocalasina b. Apds esse periodo, elas foram
fixadas em PBS/formol 10%, coradas com o fluorocromo Hoechst 33258 e analisadas em
microscopio invertido de fluorescéncia. Foi contado um valor minimo de 2000 células
binucleadas por concentragdo e apenas os micronticleos presentes em células binucleadas foram

considerados na determinagdo da frequéncia de micronucleos.

3.5. Analises estatisticas

As comparacgdes entre os grupos de dados das linhagens utilizadas foram feitas usando
o teste de varidncia One-way (ANOVA), seguido pelo pos-teste de Bonferroni. Valores de
p<0.05 foram considerados estatisticamente significantes. O processamento e plotagem de
dados foram realizados usando aplicativos especializados GraphPad Prism 8 (GraphPad

Software Inc., EUA).

4. RESULTADOS

Primeiramente, foram produzidos os secretomas conforme a metodologia e a partir
destes liofilizados, foi utilizado 5 deles para a realizagdo dos testes de citotoxicidade e de
genotoxicidade. Sendo eles: MQ-1B, MQ-27, MQ-9A, MS-31 e MS-24. O meio de cultura
usado na producao dos secretomas, chamado LB, foi utilizado como controle negativo nos dois

experimentos, a fim de analisar se ele seria toxico ou nao.

Apos, foram realizados os testes de citotoxicidade. Esse experimento tem por finalidade
determinar se os secretomas possuem capacidade de inibir a proliferacao celular ou ocasionar

danos e lesoes as células que podem levar a morte celular. Nesse contexto, € baseado em reagdes



de oxidagao-redugdo da resazurina, esse composto € usado como um indicador REDOX que ird

sofrer alteragdo colorimétrica em resposta a redu¢ao metabolica celular.

Assim, esse teste foi realizado para os 5 secretomas nas seguintes linhagens celulares
murinas tumorigénicas de sarcoma (TG180) e melanoma (B16F10) e também de midcito
(C2C12). Foram feitas 6 microplacas de 96 pogos, duas para cada linhagem celular, com dois
tratamento diferentes. O primeiro tratamento foi feito com os secretomas MR-1B, MR-27 e
MR-9A e o segundo foi os secretomas MS-3, MS-24 e também o caldo LB. O tratamento foi
realizado com 7 concentragdes diferentes, sendo elas: 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL,
125 pg/mL, 62.5 pg/mL, 31.25 pg/mL, 15.625 pg/mL. Apos essa etapa, foram entdo lidas na
leitora de placa (espectrofotometro) a 570 e 600 nm. Sendo possivel observar as fotos de cada

uma das placas feitas abaixo.

Imagem 1: microplacas da linhagem celular tumorigénica de melanoma (B16F10), sendo a

placa 1 primeiro tratamento e a placa 2 o segundo tratamento



Imagem 2: microplacas da linhagem celular de midcito (C2C12), sendo a placa 3 primeiro

tratamento e a placa 4 o segundo tratamento

ATRAGIRIS s

S ———

Imagem 3: microplacas da linhagem celular tumorigénica de sarcoma (TG180), sendo a placa

5 primeiro tratamento e a placa 6 o segundo tratamento

Nos 96 pocos da placa pode ser observado diferentes coloragdes entre a cor Rosa e Azul.
Os pogos que possuem a coloragdo mais para o espectro azul indicam que houve morte celular,
considerando que nao houve metabolismo celular para realizar a reducdo da resazurina. Ja as
partes que permaneceram na cor rosa, houve metabolizagao nas células e entdo houve a redugao

da resazurina para resorufina, esse tltimo composto tendo uma cor rosa forte.

A partir dos dados obtidos na leitura de absorbancia ¢ possivel formar a curva do IC50
com auxilio do software GraphPad Prism 8. O IC50 ¢ a concentragdo capaz de matar 50% das

células no experimento. Abaixo tem os graficos de 1 a 6 de cada secretoma feito.
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Imagem 4: Graficos viabilidade celular linhagem B16F10 de melanoma murino.
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Imagem 5: Gréficos viabilidade celular linhagem C2C12 de midcito murino.
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Imagem 6: Gréficos viabilidade celular linhagem TG180 de sarcoma murino.
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Assim, todos os IC50 foram listados na tabela 1. Com esses dados, pode ser observado

que os IC50 desses secretomas foram elevados, ndo sendo considerados citotoxicos nas

concentragdes utilizadas para o grupo de células testados.

LINHAGEM | MQ-1B MQ-27 MQ-9A MS-31 MS-24 LB
B16F10 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
TG180 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
C2C12 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000

Tabela 1: IC50 dos secretomas testados nas respectivas linhagens celulares.

Por fim, realizou-se o teste de genotoxicidade para as células ndo-tumorais da linhagem
C2C12. Este teste representa uma avaliacdo de danos cromossomicos ocorridos quando as
células sdo expostas a agentes genotoxicos, a partir da inducdo de micronucleos. O teste de
micronucleo foi realizado utilizando as 3 maiores concentragdes de cada secretoma usado no
ensaio de citotoxicidade (1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL), um controle negativo (meio
LB) e um controle positivo de Metilmetanosulfonato (MMS) na concentracdo de 0,3mM. Esse
ultimo ¢ um agente alquilante, que causa danos cromossomicos no DNA e portanto induz a

formagdo de micronucleos.

Assim, foi obtido o grafico abaixo no qual € possivel concluir que nao houve resultados
positivos para a indu¢do de micronucleos, uma vez que ndo foi observada frequéncia de
micronucleos nos extratos avaliados, assim como no controle negativo. Ja no controle positivo
observou-se a preseng¢a de microntcleos. Dessa forma, esses compostos ndo foram capazes de

induzir genotoxicidade frente ao modelo experimental utilizado.
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Imagem 7: Grafico representativo da frequéncia de micronucleos em células da linhagem

C2C12 tratadas com os cinco diferentes secretomas.

5. DISCUSSAO

O grupo de pesquisadores do LABGEN/IBTEC - UFU realizou um estudo em que
descreveram a microbiota presente no alimento larval de quatro espécies de abelha sem ferrdo
brasileiras, sendo elas Frieseomelitta varia, Melipona quadrifasciata, Melipona scutellaris e
Tetragonisca angustula. Esses microrganismos realizam papeis essenciais na manutencao das
colonias, maturag¢do do podlen e fermentagdao do mel. Nesse contexto, determinaram que os filos
bacterianos mais abundantes foram Firmicutes e Proteobacteria ¢ foram divididos em 26
géneros diferentes, sendo o mais abundante o Lactobacillus (SANTOS et al., 2023). Assim,
também foi observado que esses microrganismos poderiam ser fonte para descoberta de
compostos bioativos, pois podem produzir moléculas com atividades antioxidantes,
antimicrobianas, anticancerigenas, as (quais s30 caracteristicas importantes para

desenvolvimento de novos medicamentos e terapias para doengas.
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As bactérias encontradas no alimento larval de abelha sem ferrdo possuem propdsitos
biotecnoldgicos como, por exemplo, 0 uso em probidticos, agentes de controle bioldgicos,
produtores de enzimas e biomoléculas ativas para tratamento de patologias. Assim, o grupo do
LABGEN/IBTEC - UFU também realizou um estudo para analise da atividade antimicrobiana
dos secretomas, visto que had uma preocupagdo global sobre a resisténcia de alguns patdégenos
sobre medicamentos ja existentes sendo necessdria a pesquisa de novas moléculas para

tratamento.

Por meio deste trabalho, foi demonstrado que os sobrenadantes apresentaram atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, incluindo cepas
multirresistentes. Entretanto, também apresentaram maior efeito em bactérias patogénicas
sensiveis do que em cepas resistentes e alguns deles restabeleceram o efeito dos antibidticos
testados em cepas resistentes de bactérias Gram-positivas. Os autores concluiram que ¢
necessario pesquisas adicionais para que as biomoléculas sejam utilizadas como antibioticos
1solados ou em sinergia com outros antimicrobianos ja existentes no mercado em uma forma
de terapia combinada (SANTOS et al., 2022). Dessa forma, como essas moléculas possuem
potencial de serem usadas para tratamento em seres humanos e animais, € importante que essas
moléculas ndo sejam citotoxicas e genotdxicas, com o intuito de ndo gerar efeitos adversos, fato

que o presente trabalho conseguiu demonstrar.

Os probidticos derivados de microbiotas de abelhas também tem sido grande alvo de
aten¢do nos ultimos estudos, eles sdo caracterizados como microrganismos vivos que quando
administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a saide do hospedeiro. Eles tém
mostrado diferentes propriedades, incluindo diminuir a ocorréncia de diarreia, alergia,
intolerancia a lactose e cancer (MUSTAR; IBRAHIM, 2022). Desse modo, as moléculas

secretadas desses microrganismos poderiam ter propriedades citogenotoxicas que atuariam no
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cancer sarcoma ¢ melanoma de forma a serem usadas como moléculas para tratamento em

quimioterapia.

Além disso, estdo sendo realizados estudos para investigar a microbiota do intestino das
abelhas meliferas. SADIK et al. selecionaram cepas probidticas potenciais para serem aplicadas
em formulacdes de alimentos ¢ dentro disso fizeram teste de atividade antitumoral em cancer
de colon. Esse teste resultou em uma reducgdo significativa na viabilidade da linha celular e
indicaram que trés microrganismos tiveram propriedades antiproliferativas, uma deles sendo do
género Lactobacillus, o Lactobacillus salivarius. Esse género ¢ um dos trés mais presentes nos
secretomas usados no projeto, sendo assim poderia ter a possibilidade de uma atividade parecida
de retardar o crescimento celular nos canceres melanoma e sarcoma, entretanto este fato nao

foi o observado apds os ensaios realizados.

6. CONCLUSAO

Um dos principais tipos de tratamento para o cancer € a quimioterapia, entretanto esses
farmacos sao muito toxicos e danosos ao paciente. Dessa forma, o objetivo da pesquisa era
bioprospectar novas biomoléculas capazes de eficientemente matar células cancerigenas e ao
mesmo tempo nao serem toxicas ao organismo, realizando testes de citogenotoxicidade em

células normais.

Conforme os dados obtidos os cinco secretomas analisados ndo foram genotdxicos para
a linhagem nao-tumoral de midcito (C2C12) testada, pois ndo houve indugdo de micronucleos

nas maiores concentragdes utilizadas na pesquisa. E também nao foram citotdxicas, ja que no
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ensaio de citotoxicidade ndo obtiveram bons resultados em eliminar as células em linhagens

cancerigenas de sarcoma (TG180) e melanoma (B16F10).

Assim, a hipdtese de que essas biomoléculas pudessem ser novos quimioterapicos foi
refutada, porém elas ainda podem ser utilizadas em outras patologias. Por exemplo, os
secretomas foram usados para testes de atividade antimicrobiana e apresentaram bons
resultados. Neste contexto, o fato do secretoma ndo ter apresentado citotoxicidade e

genotoxicidade em nossos experimentos € positivo para possibilitar um futuro uso clinico.
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