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RESUMO

SARMENTO, R. M. Efeitos citoprotetor e citotoxico de Annona glabra
(Annonaceae). Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, 98 p. Universidade Federal do Para, Belém, 2016.

O presente estudo avaliou a o potencial citotoxico e citoprotetor de extrato etandlico
obtido de cascas de Annona glabra, suas fracées e substancias isoladas. O p6 obtido
das cascas de A.glabra foi submetido a maceragdo com etanol por 7 dias, sendo a
solugdo concentrada em rotaevaporador até residuo. Com o extrato etandlico de
A.glabra foi realizado a particdo entre hexano:metanol aquoso (9:1). A Fragdo
metandlica foi fracionada em coluna cromatografica utilizando como fase estacionéaria
Sephadex e fase movel o metanol. A citotoxicidade do extrato etandlico e fracdes foi
avaliada através do ensaio de viabilidade celular com o MTT (brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]). A concentracdo citotoxica 50% (Clso) foi
determinada por regressao linear. O extrato, fracdes e subfracdes foram submetidas
a analise em cromatografia em camada delgada (CCD), e reunidas de acordo com
caracteristicas semelhantes. Fra¢des do extrato com Clso < 30 ug/mL e substancia
isolada com Clso < 4 pg/mL sédo considerados citotoxicos. As fracbes que
apresentaram citotoxicidade moderada a baixa foram submetidas aos ensaios de
inducao de apoptose e fragmentacdo de DNA por citometria de fluxo. Também, estas
amostras foram submetidas a avaliacdo de estresse oxidativo pelo método TEAC e
DPPH. O extrato de A. glabra (rendimento de 8,39%) foi particionado obtendo-se a
fracdo metandlica (rendimento de 88,14%) e fragdo hexanica (rendimento de 8,08%).
O extrato etandlico, sua fracdo metandlica e rutina apresentaram baixa citotoxicidade
(Cls0=137,7; 139,4; > 200 pg/mL, respectivamente). Fracado hexanica e subfragcbes 17
e 19 apresentaram citotoxicidade moderada nédo significativa (Clso= 45,07; 53,45;
80,65 pg/mL, respectivamente). Todas as amostras avaliadas ndo induziram células
a apoptose, entretanto, extrato etandlico, fracdo hexanica e rutina promoveram
alteracdes na morfologia das células. Entretanto, fracdo hexanica, subfracées 6 e 7
apresentaram capacidade de fragmentar DNA das células. O fracionamento do extrato
etandlico favoreceu o potencial citotdxico, tendo a fracdo hexanica como a mais
promissora, e a capacidade antioxidantes também foi favorecida tendo o grupo 5 como
0 mais promissor. Estes resultados sugerem que as amostras de A. glabra apresentam
baixo potencial citotoxico, e 0 mecanismo envolvido ndo esta relacionado a inducao
de apoptose, e 0 extrato etandlico contém substancias com capacidade antioxidante.

Palavras-chave: Annona glabra, Citotoxicidade, Atividade antioxidante, Apoptose,
Fragmentacao de DNA.



ABSTRACT

SARMENTO, R. M. Cytotoxic and cytoprotective effects of Annona glabra
(Annonaceae). Dissertation (Master's degree) - Programa de Pds-Graduagcdo em
Ciéncias Farmacéuticas, 98 p. Universidade Federal do Para, Belém, 2016.

The present study evaluated the cytotoxic and cytoprotective potential of ethanolic
extract obtained from the shells of Annona glabra, its fractions and isolated
substances. The powder obtained from A.glabra husks was subjected to maceration
with ethanol for 7 days, and the solution was concentrated in a rotavaporator to
residue. The ethanolic extract from A.glabra was partitioned between aqueous hexane:
methanol (9: 1). The methanolic fraction was fractionated in chromatographic column
using as Sephadex stationary phase and mobile phase the methanol. The cytotoxicity
of the ethanolic extract and fractions was evaluated by the MTT cell viability assay ([3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide]). The extract, fractions
and subfractions were submitted to thin layer chromatography (CCD) analysis, and
pooled according to similar characteristics. The 50% cytotoxic concentration (IC 50)
was determined by linear regression. Fractions of the extract with IC50 < 30 ug / mL
and isolated substance with IC50 < 4 yg / mL are considered cytotoxic. Fractions with
moderate to low cytotoxicity were submitted to the induction of apoptosis and DNA
fragmentation by flow cytometry. Also, these samples were submitted to evaluation of
oxidative stress by the TEAC and DPPH method. The extract of A. glabra (8.39% vyield)
was partitioned to give the methanolic fraction (yield 88.14%) and hexane fraction
(yield 8.08%). Ethanolic extract, methanolic fraction and rutin showed low cytotoxicity
(IC50 = 137.7, 139.4,> 200 ug / mL, respectively). Hexanic fraction and subfractions
17 and 19 showed moderate non-significant cytotoxicity (IC50 = 45.07, 53.45, 80.65
Mg / mL, respectively). All the evaluated samples did not induce apoptosis cells,
however, ethanolic extract, hexane fraction and rutin promoted changes in the cell
morphology. However, hexanic fraction, subfractions 6 and 7 showed the ability to
fragment DNA from cells. The fractionation of the ethanolic extract favored the
cytotoxic potential, with the hexane fraction being the most promising, and the
antioxidant capacity was also favored, with group 5 being the most promising. These
results suggest that A. glabra samples have low cytotoxic potential, and the
mechanism involved is not related to the induction of apoptosis, and the ethanolic
extract contains substances with antioxidant capacity.

Keywords: Annona glabra, Cytotoxicity, Antitumoral Activity, Apoptosis, DNA
Fragmentation.
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1 INTRODUCAO

O céancer é caracterizado pela expansdo anormal de células e sua origem nao
€ totalmente conhecida devido a complexidade etioldgica que o envolve. Fatores
externos (tabagismo, infeccbes, radiacdo e substancias quimicas), assim como
fatores internos (respostas imunoldgicas, mutacBes de diversas naturezas e
hormoénios), podem atuar de forma conjunta ou sequencial para promover a
carcinogénese, principalmente através de distlrbios no crescimento e comportamento
das células, caracterizado pelo aumento das mitoses (COTRAN et al., 2006; FILARDI,
2010).

Estimativas apontam para a ocorréncia de aproximadamente 596.070 novos
casos de cancer no Brasil (entre 2016-2017), dos quais 0s mais incidentes seréo os
canceres de pele ndo melanoma, mama, colorretal, colo do Utero e de pulméao para o
sexo feminino; para o sexo masculino cancer de pele ndo melanoma, proéstata,
pulmé&o, colorretal e estbmago serdo os mais prevalentes (INCA, 2015A).

As células tumorais estdo frequentemente expostas a condi¢cdes de estresse,
como hipoxia e desequilibrio no metabolismo oxidativo, entre outros (DHILLON et al.,
2007; SILVA E JASIULIONIS, 2014). Sabe-se que as espécies reativas de oxigénio
regulam vias de transducéao do sinal, podendo participar das etapas da carcinogénese,
de transformacdo e progressao tumoral, bem como da insensibilidade a sinais
antiproliferativos, evasdo de apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogénese
sustentada, invasdo e metastase, metabolismo e inflamacdo (HANAHAN E
WEINBERG, 2011; SILVA E JASIULIONIS, 2014).

No caso do cancer de mama, o desenvolvimento e a invasao estao associados
com o0 aumento da producdo de ERO. O acumulo de ERO participa ativamente nas
transformacdes malignas, aumentando a instabilidade gendémica através de quebra
da fita dupla de DNA e modificando significativamente o microambiente tumoral
através do aumento da angiogénese (GERALD et al., 2004; TOULLEC et al., 2010;
BALLIET et al., 2011; TADDEI et al., 2012; GRUOSSO et al.,, 2016). Embora o
estresse oxidativo promova propagacdo e crescimento do tumor, também pode
melhorar a resposta aos quimioterapéuticos (MATEESCU et al., 2011; GRUOSSO et
al., 2016). Portanto, ndo ha evidéncias convincentes que justifiquem a utilizacdo de
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antioxidantes para a prevencao do cancer (GOODMAN et al., 2011; GRUOSSO et al.,
2016).

Os radicais livres sdo naturalmente produzidos em varios sistemas bioldgicos
e organismos humanos, entretanto, podem causar danos oxidativos (COHEN et al.,
2002). Estes danos oxidativos induzidos nas células e tecidos tém sido relacionados
com doencas incluindo cancer, doencas cardiacas, problemas renais, doencas
degenerativas, aterosclerose e problemas pulmonares (AMES et al. 1993; WITZUM,
1994; ROY e KULKARNI, 1996; BIANCHI e ANTUNES, 1999). Os radicais livres séao
conhecidos por ligarem-se covalentemente a macromoléculas teciduais vitais como
proteinas e DNA, sendo que os danos provocados ao DNA tém papel importante nos
processos de mutagénese e carcinogénese (AMES et al., 1993; ROY e KULKARNI,
1996; BIANCHI e ANTUNES, 1999).

O dano ao DNA induzido por espécies reativas de oxigénio (ERO) pode levar a
eventos mutacionais significativos como danos na replicacédo do DNA, aneuploidias,
delecdes, translocacdes cromossémicas e amplificacdes de genes, podendo estes
danos causar proliferacdo descontrolada e transformacdo maligna (HOEIJMAKERS,
2001; BARTKOVA et al.,, 2005; GORGOULIS et al.,, 2005; BONNER et al., 2008;
GIUNTA & JACKSON, 2011; GRUOSSO et al., 2016). Entretanto, as células tém
sistemas eficientes para manter a sua integridade genémica que respondem a danos
no DNA através da deteccdo e reparacdo dos mesmos, parada do ciclo celular
transitoria e morte celular em caso graves, com a finalidade de restabelecer a
homeostase celular (KHANNA & JACKSON, 2001; CICIIA & ELLEDGE, 2010; LUKAS
et al.,, 2011; POLO & JACKSON, 2011; GRUOSSO et al., 2016). Sendo assim,
problemas relacionados a estes sistemas de respostas a danos no DNA ndo so6
comprometem a integridade gendmica em células normais, favorecendo
tumorigénese, mas também modulam a sensibilidade ao tratamento (BOUWMAN &
JONKERS, 2012; CURTIN, 2012; GRUOSSO et al., 2016).

A geracdo de ERO pode estar relacionada a fatores enddégenos (metabolismo
mitocondrial, os peroxissomos e as células inflamatérias) ou a fatores ambientais
(radiacdo, ozbnio e xenobidticos). Em condi¢Oes fisioldgicas existe um sistema de
defesa que conta com antioxidantes enzimaticos (superoxido dismutase, catalase,
glutationaperoxidase) e ndo enzimaticos (vitaminas, glutationa e flavonoides). Em
determinadas situagdes clinicas ocorre um desequilibrio entre a geracdo de radicais
livres e a defesa (Figura 1; SILVA e JOSIULIONIS, 2014).
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Figura 1: Equilibrio entre produgdo de espécies reativas de oxigénio e sistema antioxidante.

O sistema de defesa conta com antioxidantes enzimaticos (superoxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase) e ndo enzimaticos (vitaminas, glutationa, flavonoides). Entre as fontes endégenas de
espécies reativas estdo a mitocdndria, os peroxissomos e as células inflamatorias. Fatores ambientais
como radiagdo, 0zOnio e xenobidticos também sé&o fonte de espécies reativas (Adaptado de SILVA e
JOSIULIONIS, 2014).

Antioxidantes sdo possiveis agentes protetores ao corpo humano, devido sua
capacidade de reduzir o dano oxidativo provocado pelos radicais livres, além de
retardar o progresso do cancer (KINSELLA et al., 1993; TADHANI et al., 2007).
Antioxidantes naturais podem modificar o comportamento de células cancerigenas
pois alteram o ambiente redox tdo bem quanto reduzem a instabilidade genética,
podendo ser considerados uteis no tratamento (SCHAFER E BUETTNER, 2001).

Os antioxidantes sé@o capazes de atuar através de dois mecanismos, dos quais
um impossibilita a iniciacdo das reagcfes oxidativas, enquanto que o segundo elimina
radicais importantes a etapa de propagacéo destas reacdes em cadeia (NAMIKI,
1990; SIMIC E JAVANOVIC, 1994; SOARES 2002). Os antioxidantes fendlicos agem
tanto na etapa de iniciacdo quanto de propagacdo do processo oxidativo, pois
funcionam como sequestradores de radicais, sendo os produtos intermediarios
formados pela reacdo destes antioxidantes relativamente estaveis devido a

ressonancia do anel aromético caracteristico destas substancias (NAWAR, 1985;
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SHAHIDI et al., 1992; SOARES 2002). Apesar destes compostos fendlicos e alguns
de seus derivados serem eficazes na prevencdo de oxidacdo lipidica o uso em
alimentos € pouco permitido devido a sua toxicidade (SHAHIDI ET AL., 1992;
SOARES, 2002).

Algumas espécies vegetais com alegacéo de uso para o tratamento do cancer
e de tumores sao ricas em flavonoides, dentre estas destacam espécies de Annona
(BORGES, 2010; CHAVES et al., 2011; MELO et al., 2013). A familia Annonaceae
possui cerca de 130 géneros e 2.300 espécies (ARAYA, 2004), sendo a maioria,
constituida de arbustos e pequenas arvores, das quais, cerca de 119 espécies sédo
descritas para o género Annona (LEBOEUF et al.,, 1982). No Brasil, a familia
Annonaceae compreende 26 géneros e aproximadamente 260 espécies (MAAS et al.,
2012).

Alguns flavonoides como kaempferol-3-O-galactosideo, kaempferol-3-O-
glicosideo, quercetina-3-O-arabinosideo e quercetina-3-O-arabinosil-galactosideo,
guercetina, isoramnetina, kaempferol e luteolina ja foram isolados a partir de extratos
de diferentes espécies de Annona (SANTOS E SALATINO, 2000). Espécies de
Annona possuem diferentes tipos de flavonoides, no entanto, estudos que avaliem a
capacidade antioxidante, bem como sua relagcédo com a protecdo do dano ao DNA e
apoptose precisam ser avaliadas.

Extratos obtidos de diferentes espécies de Annona apresentaram atividade
antitumoral (MESQUITA et al., 2009; ASARE et al., 2015; FORMAGIO et al., 2015).

A atividade antitumoral da A. asiatica e de A. atemoya foi relacionada as
acetogeninas (CHAO-MING et al., 1997; DURET et al., 1998). Varias acetogeninas
mostraram-se mais potentes que o taxol, farmaco antineoplasico extraido de Taxus
cuspidata (CHAO-MING et al. 1997). Gallardo e colaboradores (1998) demonstraram
que as acetogeninas possuem potente atividade citotoxica e € um dos mais potentes
inibidores do complexo mitocondrial. Outros compostos presentes nos extratos de A.
glabra apresentam habilidade de inibir a glicoproteina-P e ja sdo utilizadas contra a
multirresisténcia do cancer aos diversos farmacos (LIU et al. 1999).

A avaliagdo da citotoxicidade e atividade antioxidante em linhagem celular de
hepatoma humana do flavonoide quercetina, isoquercetina e rutina mostrou que
inducéo de apoptose pela quercetina esta associada ao aumento da producdo das
proteinas p53 e p21, resultando no acumulo de células na fase G2/M do ciclo celular,

e ainda o tratamento com estes flavonoides aciona a producdo de ERO, sugerindo
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que esta producdo é um importante mecanismo que pode contribuir com a
citotoxicidade dos flavonoides em células tumorais (LI et al., 2014). Outros estudos
relatam que a quercetina, rutina e extratos vegetais ricos em polifenois reduz o
estresse oxidativo, a disfuncédo mitocondrial e a morte celular (CARRASCO-POZO et
al., 2010).

Nesse sentido, novos estudos que direcionem-se sbre a seguranca e eficacia
da utilizacdo de espécies vegetais para o tratamento de cancer sao imprescindiveis
para o favorecimento da formulacdo de novos produtos que venham contribuir para a

promocao da saude.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cancer

O cancer é caracterizado por um conjunto de mais de 100 doencas diferentes,
definido pelo crescimento desordenado de células, pouca diferenciacéo celular e com
potencial invasivo. A origem da doenca € multifatorial e estes fatores podem atuar em
conjunto ou em sequéncia para iniciar a carcinogénese (INCA, 2014).

O processo de carcinogénese, em geral, é lento podendo levar varios anos e
as células passam por Varios estagios antes de chegar ao tumor. Estes estagios sao:
1° estagio de iniciacdo, onde o carcindgeno provoca modificagdes em alguns genes,
entretanto ndo € possivel detectar o tumor clinicamente; 2° estagio de promocéo,
sendo observada a oncopromocéo, isto €, as células sdo transformadas em células
malignas de forma lenta e gradual; 3° estagio de progressao, nesta etapa o cancer ja
esta instalado, evoluindo até o surgimento das manifestagées clinicas (ALMEIDA et
al., 2005). Infelizmente, o diagndstico é feito no 3° estagio, e algumas vezes em
estagio avancado da doenca, reduzindo a probabilidade de cura.

Estimativas feitas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostraram que
as mortes ocasionadas por cancer tem sido crescentes em todo o mundo (INCA,
2014). Em 2050, séo estimados 27 milhdes de novos casos e 17,5 milhdes de mortes
pelo cancer em todo o mundo.

No Brasil estimam-se, em 2016, 57.960 novos casos de cancer de mama no
Brasil, sendo este tumor o 2° mais incidente na Regido Norte (INCA!, 2015).
Corresponde a 25% dos novos casos a cada ano no Brasil e no mundo entre as
mulheres, podendo também acometer homens, no entanto, € mais raro neste grupo,
representando apenas 1% do total de casos da doenca. A incidéncia maior deste tipo
de carcinoma é em mulheres ap6s os 50 anos e apesar de existirem quadros da
doenca com rapida evolucéo, no geral o prognostico da doenca € bem positivo.

A prevencdo do cancer de mama ndo é totalmente possivel devido a
multiplicidade de fatores envolvidos ao surgimento da doenca e ainda ao fato de varios
destes fatores ndo serem modificaveis, como fatores endocrinos devido o estimulo
estrogénico devido menarca precoce (anterior aos 12 anos) ou menopausa tardia
(ap6s os 55 anos), e ainda fatores genéticos devido a presenca de mutacdes
principalmente nos genes BRCA1 e BRCA2 (ADAMI et al., 2008). Estima-se que por
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meio de alimentacgdo, nutricdo e atividades fisicas, seja possivel reduzir em até 28%
o risco de a mulher desenvolver cancer de mama (INCA?, 2015).

As opcoes terapéuticas do cancer de mama incluem cirurgia do tumor primario,
avaliacdo do acometimento axilar e radioterapia como forma de tratamento local e o
tratamento medicamentoso sistémico (quimioterapia). O tratamento sistémico pode
ser prévio (neoadjuvante) ou adjuvante (ap0s a cirurgia e radioterapia). As
modalidades terapéuticas combinadas podem ter intento curativo ou paliativo, sendo
que todas elas podem ser usadas isoladamente com o intuito paliativo (BRASIL,
2014).

Os esquemas de quimioterapia variam de acordo com o risco de recidiva do
tumor, idade e fatores hormonais do paciente. Pacientes no periodo pré-menopausa
com baixo risco de recidiva dispde da terapia com tamoxifeno, e em casos individuais
ciclos de doxorrubicina associada a ciclofosfamida (AC), ou docetaxel mais
ciclofosfamida (TC). Nos casos de risco intermediario podem usar tamoxifeno, AC ou
5-fluorouracila associada a doxorrubicina e a ciclofosfamida (FAC) ou 5-fluorouracila
em conjunto com epirrubicina e ciclofosfamida (FEC) ou TC seguindo diferentes ciclos
e periodos, podendo associar ainda docetaxel ou paclitaxel. Os casos de alto risco
dispbem das terapias com FAC ou FEC, AC associados a docetaxel ou paclitaxel por
periodos e ciclos diferenciados; concomitante a quimioterapia com docetaxel ou
vinorelbina é utilizado trastuzumabe como profilaxia pos-cirurgica; terapia extendida
com tamoxifeno.

Paciente no periodo pds-menopusa com baixo risco de recidiva podem fazer
uso de tamoxifeno ou inibidor da aromatase, e em casos individuais podem ser
selecionados para quimioterapia com AC, TC ou CMF; Nos casos de risco
Intermediario séo utilizados tamoxifeno ou inibidor da aromatase; AC, FAC, FEC, TC
ou AC em diferentes ciclos e periodos, seguido ciclos de docetaxel diariamente ou
paclitaxel semanalmente.

A guimioterapia para pacientes com alto risco de recidiva incluem FAC ou FEC
por 6 ciclos ou AC por 4 ciclos seguido por 4 ciclos de docetaxel a cada 21 dias ou
paclitaxel semanal por 12 ciclos; ou FEC por 3 ciclos seguido por 3 ciclos de 100
mg/m? a cada 21 dias ou paclitaxel semanal por 8 ciclos; trastuzumabe como
adjuvante na profilaxia pGs cirdrgica; tamoxifeno ou inibidor de aromatase (Quadro 1)
(BRASIL, 2014).
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Quadro 1. Esquemas quimioterapicos sugeridos de tratamento de acordo com risco.
RISCO/STATUS

HORMONAL PRE-MENOPAUSA POS-MENOPAUSA
Tamoxifeno - se RH positivo — por 5 | Tamoxifeno ou inibidor da aromatase
anos. Casos individuais podem ser | upfront*, ou switch** - se RH positivo.

Baixo RisSCo selecionados para quimioterapia: AC | Casos individuais podem ser
por 4 ciclos, TC por 4 ciclos ou CMF | selecionados para quimioterapia: AC
por 6 ciclos. por 4 ciclos, TC por 4 ciclos ou CMF por

6 ciclos.

Tamoxifeno se RH positivo — por 5 | Tamoxifeno ou inibidor da aromatase
anos. AC ou FAC ou FEC ou TC ou | upfront* ou switch** - se RH positivo. AC
AC por 4 ciclos seguido por 4 ciclos | ou FAC ou FEC. ou TC ou AC por 4
de docetaxel 100mg/m? a cada 21 | ciclos seguido por 4 ciclos de docetaxel
Risco dias ou paclitaxel 80mg/m? semanal | 100mg/m? a cada 21 dias ou paclitaxel
Intermediério por 12 ciclos; ou FEC por 3 ciclos | 80mg/m? semanal por 12 ciclos; ou FEC
seguido por 3 ciclos de docetaxel | por 3 ciclos seguido por 3 ciclos de
100mg/m2 a cada 21 dias ou | docetaxel 100mg/m?2 a cada 21 dias ou
paclitaxel 80mg/m2 semanal por 8 | paclitaxel 80mg/m2 semanal por 8
ciclos. ciclos.
FAC ou FEC por 6 ciclos ou AC por 4 | FAC ou FEC por 6 ciclos ou AC por 4
ciclos seguido por 4 ciclos de | ciclos seguido por 4 ciclos de docetaxel
docetaxel 100mg/m?2 a cada 21 dias | 100mg/m2 a cada 21 dias ou paclitaxel
ou paclitaxel 80mg/m2 semanal por | 80mg/m2 semanal por 12 ciclos; ou FEC
12 ciclos; ou FEC por 3 ciclos | por 3 ciclos seguido por 3 ciclos de
seguido por 3 ciclos de docetaxel | docetaxel 100mg/m? a cada 21 dias ou
100mg/m?2 a cada 21 dias ou | paclitaxel 80mg/m? semanal por 8
paclitaxel 80mg/m? semanal por 8 | ciclos;

ciclos; Se HER-2 positivo adicionar
Alto Risco Se HER-2 positivo adicionar | trastuzumabe. ***
trastuzumabe. *** Se RH positivo — tamoxifeno ou inibidor

Se RH positivo — tamoxifeno por 5 | de aromatase upfront, ou switch.
anos, caso paciente em pds-
menopausa. Ao fim deste periodo,
considerar 5 anos de inibidor de
aromatase como adjuvancia
estendida. Caso em pré-menopausa,
considerar terapia estendida com
TMX.

Esquemas quimioterapicos: AC-doxorrubicina 60mg/m? mais ciclofosfamida 600mg/m?; FAC- 5-
fluorouracila 500mg/m? mais doxorrubicina 50mg/m? mais ciclofosfamida 500mg/m?; FEC — 5-
fluorouracila 500mg/m? mais epirrubicina 100 mg/m? mais ciclofosfamida 500mg/m?; TC — docetaxel 75
mg/m?2 mais ciclofosfamida 600 mg/m?;

* Iniciar hormonioterapia com um inibidor de aromatase por cinco anos.

** |niciar hormonioterapia com um inibidor de aromatase ou com o tamoxifeno por dois ou trés anos e
depois trocar pelo tamoxifeno ou por um inibidor de aromatase, respectivamente, até completar cinco
anos.

*** ADJUVANTE (profilatica, pds-operatéria): Esquema abreviado (concomitante a quimioterapia com
docetaxel ou vinorelbina): dose inicial de 4 mg/Kg, IV, em 1 hora e doses subsequentes de 2 mg//Kg,
IV, em 30 minutos, semanalmente durante 8 semanas, total de 9 semanas de tratamento. Esquema
estendido de 26 semanas (inicio concomitante a quimioterapia com taxano): dose inicial de 8 mg/Kg,
IV, em 1 hora e 8 doses subsequentes de 6 mg//Kg, IV, em 30 minutos, a cada 3 semanas. Esquema
estendido de 52 semanas (12 meses): dose Inicial de 8 mg/ Kg, IV, em 1 hora e 16 doses subsequentes
de 6 mg//Kg, IV, em 30 minutos, a cada 3 semanas. PREVIA (neoadjuvante ou citorredutora,
préoperatéria - inicio concomitante a quimioterapia com antraciclina ou taxano): dose Inicial de 4 mg/Kg,
IV, em 1 hora e 23 doses subsequentes de 2 mg/Kg, 1V, em 30 minutos, semanalmente. Note-se que a
quimioterapia adjuvante com trastuzumabe do carcinoma de mama HER-2 positivo pode ser
classificada como poliquimioterapia (quimioterapia com trastuzumabe) e monoquimioterapia (uso
exclusivo de trastuzumabe apos a poliquimioterapia com trastuzumabe).
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Estes tratamentos convencionais possuem algumas desvantagens como a alta
toxicidade e, em muitos casos, apenas prolonga em alguns anos a expectativa de vida
do paciente. A maior falha da quimioterapia antineoplasica € devida a resisténcia aos
farmacos. Esta resisténcia ocorre porque as populacdes celulares desenvolvem nova
codificacdo genética (mutacdo) que lhes permite enveredar por vias metabdlicas
alternativas, através da sintese de novas enzimas, entre outros. E também observada
resisténcia nos casos em que o tratamento € descontinuado, quando a populacéo
tumoral é ainda sensivel aos farmacos, em que a quimioterapia é aplicada a intervalos
irregulares e em que doses inadequadas sao administradas (REDDY et al., 2003).
Variados canceres que apresentam tumores sélidos, incluindo os canceres de mama,
ovario, pulmao e baixo trato gastrintestinal desenvolvem mecanismos de resisténcia
a multidrogas (DISEASES, 2000).

Plantas sdo consideradas importantes fontes para a pesquisa e
desenvolvimento de novas drogas. A utilizacdo de plantas como o Catharanthus
roseus e Taxus brevifolia para o tratamento do cancer é descrito ao longo da historia,
e a partir disso, as plantas foram utilizadas como recursos primario para a producao
de medicamentos tradicionais eficazes contra o cancer, sendo que mais da metade
das drogas usadas para o tratamento do cancer sao derivados de produtos naturais
como plantas, microrganismos e espécies marinhas (CRAGG et al., 2005; SEWELL
et al., 2014). E ainda, muitas plantas medicinais apresentam atividade antioxidante e
tem mostrado resultados promissores na prevencao e terapia do cancer, reduzindo o
risco de doencas potencialmente fatais, além de inibir complicacbes induzidas por
agentes toxicos (HEIDARIAN et al., 2013).

Diante disso, a necessidade de estudar novas substancias com potencial uso
para o tratamento do cancer se torna fundamental, visto que além de buscar combater
a resisténcia das células tumorais as quimioterapias ja existentes, ainda ha
necessidade de buscar alternativas terapéuticas menos toxicas, contribuindo para
maior adesdo ao tratamento e conforto do paciente. Os flavonoides sdo metabdlitos
de origem vegetal com crescente interesse dos pesquisadores, uma vez que
apresentam em sua estrutura quimica um variavel nimero de grupos com capacidade

antioxidante com grande importancia cientifica e terapéutica (SCALBERT et al., 2005).
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2.2 Familia Annonaceae e 0 género Annona

A familia Annonaceae possui cerca de 130 géneros e 2.300 espécies (ARAYA,
2004), sendo a maioria, constituida de arbustos e pequenas arvores, das quais, cerca
de 119 espécies sdo descritas para o género Annona (LEBOEUF et al., 1982). No
Brasil, a familia Annonaceae compreende 26 géneros e aproximadamente 260
espécies (MAAS et al., 2012).

As espécies dessa familia sé@o utilizadas para diversas finalidades medicinais,
tais quais: tratamento dermatol6gico, como exemplo edema e emoliente (MACEDO E
FERREIRA, 2004), gastrite (VASQUEZ et al., 2014), reumatismo, diarreia cronica,
anti-inflamatério (RODRIGUES E CARVALHO, 2001), diabetes (BOSCOLO E VALLE,
2008), hiperlipidemia (SILVA et al., 2010), anticancerigeno (COCHRANE et al., 2008),
emagrecedor, anti-helmintico (LIPORACII E SIMAO, 2013), calmante, problemas
renais (SOUZA E FELFILI, 2006) e doencas associadas ao aparelho circulatério
(MONTELES E PINHEIRO, 2007).

Quimicamente é uma das familias de plantas tropicais menos estudadas.
Entretanto, investigagdes fitoquimicas e, em menor extensdo, farmacologicas vém se
intensificando nos ultimos anos (MAAS et al., 2012). Varias classes de metabolitos
secundarios ja foram isolados da familia Annonaceae, como: alcaloides (LEBOEUF et
al., 1982; TEMPONE et al., 2005; PRADO et al., 2008), acetogeninas (BRINGMANN
etal., 1999; BERMEJO et al., 2005; YANG et al., 2009), flavonoides (LEBOEUF et al.,
1982; PRADO et al., 2008) e diterpenos (LEBOEUF et al., 1982; FOURNIER et al.,
1999).

Na familia Annonaceae podem ser encontrados entre os alcaloides, os tipos
quinolinicos, pirrolizidinicos, piperidinicos, indolizidinicos, piridinicos e isoquinolinico
(SIMOES E SCHENKEL, 2004). O mais encontrado é o alcaloide oxoaporfinico
liriodenina (Figura 2-A) (SANTOS et al., 2003), enquanto que os de ocorréncia menos
comum s&o os alcaloides B-carbolinicos (Figura 2-B) (WANG et al., 2002).

Os flavonoides sdo os compostos fendlicos de maior ocorréncia na familia
Annonaceae (SIMOES E SCHENKEL, 2004), tais como: O-glicosideos de apigenina,
kaempferol, quercetina, e luteolina (Figura 2-C, D, E, F, respectivamente) (SANTOS
E SALATINO, 2000). Entre os esteroides, os dois de ocorréncia muito comum em
Annonaceae sao o 3-sitosterol e o estigmasterol (8) (Figura 2-G, H) (LEBOEUF et al.,
1982).
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Bermejo e colaboradores (2005) descreveram em seu trabalho que ja foram
isoladas 417 acetogeninas na familia Annonaceae, sendo que 176 foram relatadas no
periodo de 1998 a 2004 e a predominancia dos compostos descritos era para espécies
de Annona. A primeira acetogenina de Annonaceae, a uvaricina (Figura 2-I), foi

isolada das raizes de Uvaria acuminata (JOLAD et al., 1982).
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Figura 2: Metabdlitos secundarios encontrados na familia Annonaceae.

O uso medicinal de espécies do género Annona é muito variavel, como € o caso
da infusdo das folhas da A. muricata que € usada para o cancer, para emagrecer, falta
de ar e também para diabetes; ja a A. squamosa € utilizada para anemia e verminoses
(LIPORACII E SIMAO, 2013). Entretanto, ambas demonstraram atividade
antimicrobiana e antileishmania em estudos anteriores (VIEIRA, 2002; RABELO et al.,
2014).

Varios estudos tém demonstrado grande quantidade de compostos de natureza

guimica diversificada nas mais variadas partes da planta deste género. Os principais
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grupos de compostos quimicos presentes em extratos preparados de cascas (CHEN
et al., 2000), folhas e frutos (CHANG et al., 1998) de A. glabra séo: os alcaloides,
flavonoides, as acetogeninas e os diterpenos (OLIVEIRA et al., 2002; CHEN et al.,
2004). Os monoterpenos, canféra e borneol (Figura 3-A e B), foram encontrados em
raizes e casca de A. squamosa (LEBOEUF, 1982).

A- Céanfora B- Borneal

Figura 3. Monoterpenos isolados de Annona squamosa.

Lima e colaboradores (2010), utilizando extrato etandlico das folhas de A.
cornifolia obteve a fracdo Hexéanica, que apods fracionamento em coluna
cromatografica utilizando como eluentes solventes com polaridades crescentes,
obteve sete acetogeninas, puras ou em misturas: hidroxifolianaina, esquamocina,
folianina A, folianina B, 4-desoxilongimicina B, annonfolina e esquamocina M (Figura
4-A, B, C, D, E, F e G). No estudo de Pimenta (2003) o extrato de éter de petrdleo
obtido das sementes de A. crassiflora foi fracionado através de particao entre metanol
e hexano, e em seguida a fracdo metandlica foi fracionada em coluna de silica gel e
eluida com solventes de polaridades crescentes, sendo isoladas as acetogeninas:
crassiflorina (Figura 4-H), desoxicrassiflorina (Figura 5-A). No mesmo estudo, a
acetogenina araticulina foi isolada do extrato etandlico das sementes de A. crassiflora
submetido a coluna cromatografica aberta com silica gel seguida de lavagem com

tampéo de pH 4.
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Figura 4: Acetogeninas obtidas de Annona cornifolia.

O extrato etandlico obtido das sementes de A. muricata foi submetido a particdo

com diclorometano e agua (1:1), sendo isolada a partir da fracdo solavel em

diclorometano as seguintes acetogeninas:

annonacina, annonacina-10-ona e




31

goniotalamicina. Estas foram submetidas as avaliacdo da atividade antitumoral nas
linhagens tumorais humanas: A-549 (carcinoma de pulm&o), MCF-7 (carcinoma
mamario) e HT-29 (adenocarcinoma de colon). O método utilizado foi de inibicdo de
tumor em discos de batata induzido por Agrobacterium tumefaciens, no qual observou-
se que todas as acetogeninas avaliadas apresentaram atividade significante contra as
células de tumores sdlidos humanos testados, no entanto, a acetogenina annonacina
apresentou-se muito mais potente em relacéo a linhagem HT-29, apresentando uma
Clso de 1,0 x 108ug/mL (RIESER et al., 1996).

A acetogenina, bullatacina (Figura 5-D), isolada de A. muricata, inibiu o
crescimento de adenocarcinoma mamario resistente ao farmaco adriamicina
(M17/Adr) através do ensaio de inibicdo de formacdo de colénia em soft agar por
difusdo em disco. Quando se observa a concentragao inibitéria minima da bullatacina
(0,25 pg/disco) percebe-se que esta mostrou-se muito mais eficaz na inibicdo de
células de adenocarcinoma mamario em relacdo ao controle positivo adriamicina.
Ainda, a bullatacina mostrou-se menos inibitéria que o controle positivo em relacdo a
linhagem ndo cancerigena de células epiteliais, sugerindo maior seletividade da
acetogenina bullatacina para a linhagem tumoral M17/Adr. (OBERLIES et al., 1997).

O extrato de éter de petroleo das sementes de A. squamosa foi particionado,
formando as fracbes aquosa e diclorometano, as quais exibiram potente atividade
citotoxica contra linhagens de células tumorais de mama (MCF-7) e leucemia (K-562).
O extrato e fracbes foram submetidos aos ensaios de quantificacdo de apoptose
utilizando Anexina V por citometria de fluxo, além de estimulagéo intracelular de
espécies reativas de oxigénio, verificando-se um efeito de indu¢cdo da morte celular
(apoptose) dessas células (PARDHASARADHI et al., 2005).

Dentre os metabdlitos secundarios ja encontrados ou detectados em
Annonaceae, alguns demostraram também atividade antioxidante, destacando-se 0s
flavonoides e as acetogeninas. As acetogeninas hidroxifolianaina, esquamaocina,
folianina A, folianina B, 4-desoxilongimicina B, annonfolina, esquamocina M (Figura 4-
A, B, C, D, E, F e G), isolongimicina B, bulatacina, asimicina, annotacina e cornifolina
(Figura 5-C, D, E, F e G) foram submetidas a atividade antioxidante frente ao radical
organico 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e todas apresentaram resultado positivo
(LIMA et al., 2010). Flavonoides como quercetina, kaempferol (Figura 2-A e B) e seus
derivados C- ou O- glicosideos demonstraram atividade antioxidante utilizando dois
métodos, frente ao radical DPPH e ao (3- caroteno (ALVES et al., 2007).



32

i, CMCHz(H
\(\O/ A- Desoxicrassiflorina
C(H, CW L(H,C)s
B- Araticulina
OH / O

C- Isolongimicina B

CH;3(H,C)q \ \__CH,(H,C), ] ,
o D R A D- Bulatacina
HO OH OH /O
\/CH3(HZC)7 0 o CH,(H,C N E- Asimicina
HO OH OH ;O

0]
OH
CH?’(HZCMCHZ(HZC){A G- Cornifoli
O O“ z - cornirolina
CH,(H.C
HO OH A 2%

Figura 5: Flavonoides e acetogeninas com atividade antioxidantes encontrados na familia
Annonaceae.



33

2.2.1 Annona glabra L.

A Annona pode ser encontrada em locais alagadi¢cos das regides tropicais e
subtropicais, tendo ocorréncia na Ameérica do Norte, América Central, América do Sul
e Oeste da América. No Brasil, esta espécie ocorre em todo o territério, principalmente
em regides costeiras (Figura 6), ao longo das margens de lagos, pois necessitam de
solos Umidos ou em regides periodicamente ou permanentemente inundadas
(CROAT, 1978).

A presenca de raizes adventicias, aerénquima nas raizes e na base do caule,
frutos flutuantes e sementes que se dispersam pela dgua sdo adaptacbes desta
espécie a este tipo de ambiente (CROAT, 1978). Um espécime possui normalmente

tronco Unico, porém as sementes germinam em grupo, dando aparéncia de moitas
com varios caules (Figura 6) (SIEBRA, 2007).

Figura 6: Habitat em que pode ser encontrada a espécie A. glabra
Fonte: Stephen Brown, (2013).
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As flores, raramente observadas, porém muito atrativas, geralmente possuem
dois a trés cm de didametro, variando de amarelo pélido a creme, com trés pétalas
maiores externas encouracadas e trés pétalas pequenas internas (SIEBRA, 2007).

As folhas possuem de 7 a 12 cm de comprimento, peciolo cilindrico, lamina
oblonga, cartacea, base obtusa, apice acuminado, margem plana, com nove a 13
pares de nervuras secundarias. A maturidade reprodutiva € atingida apos
aproximadamente dois anos, quando se inicia a floracdo e a producdo de frutos
(SIEBRA, 2007).

O fruto é esférico, com cerca de 5 a 15 cm de didmetro, naturalmente verde.
Apds sua queda, torna-se amarelado, escurecendo em seguida. Contém pouco mais
de 100 sementes, de aspecto semelhante aos da abdbora, com aproximadamente um
centimetro de comprimento (SIEBRA, 2007).

No Brasil, a A. glabra é popularmente conhecida como araticum-do-brejo,
araticum-bravo, araticum-da-lagoa, anona-lisa, entre outros; e em inglés, pond apple.
(LORENZI et al., 2006). Popularmente a A. glabra é utilizada, principalmente, como
fonte de madeira para carpintaria, caixotaria, ripas, mastros e remos de pequenas
embarcacdes. As raizes sao utilizadas como cortica (FONSECA-KRUEL E PEIXOTO,
2004). Além disso, os frutos sdo comestiveis e utilizados, também, como maturativos,
anti-helminticos (LOBAO et al., 2005), larvicida (MENDONCA et al., 2005).

Essa espécie tem demostrado conter grande quantidade de compostos de
natureza quimica nas suas varias partes (OLIVEIRA et al., 2002; SIEBRA et al., 2009).
Andlises fitoquimicas desta espécie a partir de extratos preparados das cascas (CHEN
et al., 2000), folhas e frutos (CHANG et al., 1998) revelaram a presenca de varias
classes de metabdlitos secundarios, tais como diterpenos, acetogeninas, esteroides,
oxoaporfinas.

No estudo de Chen e colaboradores (2004) o extrato acetato de etila obtido das
cascas de A. glabra foi fracionado por cromatografia liquida a vacuo em coluna aberta
com silica gel e eluida com mistura dos solventes hexano e acetato de etila com
polaridades crescentes. Das 6 fracdes obtidas, apenas a fracdo de numero 6 foi
refracionada em coluna cromatogréafica com silica gel e eluida com hexano-acetato de
etila 95:5, obtendo-se o acido caurenoico (Figura 7), ou acido caur-ent-16-en-19-oico.
Estudos realizados com o &cido caurenoico demonstraram as seguintes atividades
bioldgicas: relaxante da musculatura lisa vascular aértica de ratos (TIRAPELLI et al.,
2004), analgésico (BLOCK et al., 1998), tripanosomicida (ALVES et al., 1995; VIEIRA
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et al., 2002), inibicdo da replicacéo do virus Human Immunodeficiency Virus (HIV) em
linfécitos (CHANG et al., 1998), agente citotoxico (COSTA-LOTUFO et al., 2002;
ZHANG et al., 2004), agente anti-inflamatério (PAIVA et al. 2002) e antimicrobiano
(PADMAUJA et al. 1995; VELIKOVA et al., 2000).

~0
HO

Acido Caurendico

Figura 7: Estrutura quimica do acido caurendico.

No estudo de Liu e colaboradores (1999) as acetogeninas annoglaxina e 27-
hidroxibullatacina (Figura 8-A e B) foram isoladas de uma fragcdo metandlica obtida
através do fracionamento do extrato etanodlico das folhas de A. glabra. Esta fracao foi
submetida a fracionamento em coluna cromatografica aberta com silica gel e eluida
usando gradientes de diclorometano e metanol. As subfracdes resultantes da coluna
foram entdo purificadas utilizando-se andlises cromatograficas por CLAE. Para
avaliacdo da atividade citotdxica do extrato, fragdes e substancias isoladas utilizou-se
0 ensaio de toxicidade com Artemia salina, além do teste de viabilidade celular
utilizando o MTT para as células das linhagens tumorais humanas A-549 (pulmé&o),
MCF-7 (mama), HT-29 (cdélon), A-498 (rim), PC-3 (préstata), e PACA-2 (pancreas).
Adriamicina foi utilizado como controle positivo. A fracdo metandlica apresentou-se
mais ativa no ensaio com Artemia salina (Clso=0,15ug/mL). A acetogenina 27-
hidroxibullatacina (Figura 8-B) mostrou atividade comparavel a adriamicina para os
carcinomas de pulméo, mama e célon. No entanto, esta mesma acetogenina mostrou
ser mais potente e mais seletiva que a adriamicina sobre as linhagens de cancer de

rim, préstata e pancreas, sendo pelo menos 100.000 vezes mais potente.
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B- Hidroxibullatacina

Figura 8. Acetoneginas isoladas de A. glabra.

Partindo-se do extrato hexanico das cascas do caule de A. glabra foi realizado
o fracionamento do extrato em coluna cromatogréfica aberta com silica gel e eluida
com hexano, benzeno e cloroférmio. A fragdo de hexano-benzeno ap6s evaporacao
foi recristalizado com metanol, obtendo-se a substancia acido caurendico (Figura 7).
Este diterpeno isolado as cascas do caule de A. glabra apresentou diversas
propriedades bioldgicas, incluindo antibacteriana, antifangica, anti-helmintica,
inseticida, esporicida e citotoxica (PADMAJA et al., 1995).

No estudo de Zhang e colaboradores (2004) os diterpenos &cido cunabico e
acido ent-cauran-19-al-17-oico registraram atividade inibitéria contra a linhagem
tumoral humana de figado (SMMC-7721), em que foram realizados os ensaio de
viabilidade celular com MTT, ensaios de avaliacdo morfolégica de apoptose por
microscopia de fluorescéncia e por citometria de fluxo. Os resultados mostraram que
acido cunabico e acido ent-cauran-19-al-17-oico inibiram a proliferacdo das células
SMMC-7721 nas concentracbes >5 pmol/L e >10 pmol/L, respectivamente. Os
resultados ainda mostraram que as ceélulas tratadas com as substancias isoladas
apresentaram modificacbes morfoldgicas tipicas de apoptose, como condensacéao de
cromatina e reducédo de volume celular.

O extrato etanolico das cascas da A. glabra obtido utilizando o equipamento
Soxhlet foi submetido a avaliagdo da atividade contra larvas de Aedes aegypti,
utilizando-se técnica padronizada pela OMS. O extrato das cascas de A. glabra
mostrou consideravel atividade larvicida (Clso=27 pg/L), confirmando o uso pela
medicina tradicional devido sua alta atividade inseticida (MENDONCA et al., 2005).
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2.3 Teste para viabilidade celular

A avaliacdo da viabilidade celular é realizada através do ensaio colorimétrico
com o sal de tetrazélio MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio])
em que a leitura é realizada em espectrofotdbmetro de varredura de multiplos pogos.
Neste teste o sal de tetrazélio MTT é reduzido nas mitocondrias das células vivas em
cristais de formazan, através da clivagem da enzima suClinato desidrogenase,
exibindo coloracéo purpura (Figura 9); estes cristais sédo extraidos das células através
da adicao de um solvente apropriado. O numero de células vidveis € verificado através
da quantidade de cristais formados (GALUCIO, 2014).
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Figura 9: Reducéo do MTT por enzimas mitocondriais.
Fonte: GOMES, 2008.

A absorbancia resultante do teste MTT € determinada em espectrofotbmetro
(MOSMANN, 1983). A Absorbancia de cada amostra em diferentes concentragdes
testada é lida e comparada com controle negativo de células (100% células viaveis),
calculando-se o percentual de células viaveis em cada concentracdo da amostra
analisada. A partir da andlise do percentual de células vidveis em cada diluicdo das
amostras em teste € possivel calcular a concentracao citotéxica 50% (Clso%) que mata
50% das células (DAGUANO et al. 2007).

O ensaio MTT tem limitagbes como falta de linearidade frente a densidades
celulares elevadas. Esta situacdo é corrigida mediante padronizagdo da técnica de
acordo com a linhagem celular a ser utilizada. Outra limitacdo esta no fato de
diferentes linhagens diferirem na capacidade de reduzir o corante; porém uma grande

vantagem, as células mortas ndo podem interferir nos niveis de absorbancia porque
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apenas as células metabolicamente ativas podem reduzir o sal de tetrazolio ao seu
produto formazan. Todavia, pode ocorrer redu¢cdo do MTT em células em apoptose
em estagios iniciais visto que as mitocondrias permanecem intactas (LOTZE e
THOMSON, 2005).

Apresenta como vantagens: simplicidade da técnica, o curto prazo de execugao
e é um ensaio reprodutivel. Citado inclusive como teste adequado para o rastreio e
modulacado da resisténcia aos medicamentos em casos clinicos individualizados, em
tratamento de tumores. Neste ensaio as celulares destes tumores sédo expostas a
diferentes concentra¢fes dos antitumorais, estabelecendo a concentragéo inibitoria
minima. Pode-se inferir que € um excelente teste de triagem que norteia os demais
ensaios de toxicidade (KEEPERS et al.,, 1991; SARGENT, 2003; LOTZE E
THOMSON, 2005).

2.4 Métodos de Avaliacao e Quantificacdo de populacdes celulares por
citometria de fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica bem estabelecida pela utilizacdo de laser
optico que tem como funcdo realizar a separacédo, a contagem individual de células, e
deteccdo de biomarcadores em proteinas. A técnica por meio de um feixe, de laser
incidentes, faz a medicao da disperséo e da fluorescéncia do feixe de laser refletido,
a partir da amostra de células (TEVA et al., 2009). Assim, fornece informacfes rapidas
e precisas com a identificacdo de inUmeras caracteristicas intrinsecas e extrinsecas
contidas nas células, e reconhecer com precisdo o tamanho, e a granulosidade, por
meio da leitura da intensidade da fluorescéncia refletida em células previamente
marcadas com anticorpos monoclonais flourescentes (O'DONNELL et al., 2013).

A apoptose representa um processo ativo de remocao de células caracterizado
morfologicamente pela condensacdo da cromatina, diminuicdo do citoplasma,
formacdo de vesiculas a partir da membrana e formacédo dos corpos apoptoticos,
portanto, demanda ativagdo génica, sintese proteica e ativacdo de endonucleases
(COTTON et al., 1997).

A citometria de fluxo fornece analises mais precisas e reprodutiveis do
processo de morte celular por apoptose, pois neste método a reducdo do volume

celular e 0 aumento da granulosidade das células apoptéticas podem ser avaliados a
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partir de modificagcdes nos padrées FSC (foward scatter) e SSC (side scatter) de

disperséo da luz, respectivamente (BROWN et al., 1993).

2.4.1 INTEGRIDADE DA MEMBRANA PLASMATICA (DETECCAO DE
APOPTOSE)

A Anexina V é util na deteccdo de células apoptéticas em decorréncia de sua
ligagdo com fosfolipidios negativamente carregados, como a fosfatidilserina (FS)
exposta no inicio do processo apoptotico (KOOPMAN et al., 1994; VERMES et al.,
1995; LEE et al., 2004). Ao conjugar-se a Anexina V ao corante Isotiocionato de
Fluorosceina (FITC), € possivel identificar e quantificar as células apoptéticas atraves
da citometria de fluxo (Figura 10) (van ENGELAND et al., 1998).

F® Célula Saudavel Célula Apoptoética
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Figura 10: Ligacdo da anexina V aos residuos de fosfatidilserina. (Adaptado de
http://www.taper.pt/website/wp-content/uploads/necrosis-apoptosis2.jpg). Acesso em: 27
junho 2016.

Em células apoptoéticas, a FS é translocada do interior da membrana plasméatica

para o exterior, desta forma expondo a FS para o ambiente externo. A Anexina V é
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uma proteina que se liga a fosfolipidios em uma forma dependente de célcio, com alta
afinidade pela FS da membrana plasmética celular. A utilizacdo concomitante do
marcador nuclear lodeto de propideo (IP), que é um marcador de acido nucleico que
se intercala com o DNA celular, torna possivel verificar alteracdes nucleares
caracteristicas dos estagios tardios de apoptose, pois marcadores de DNA de elevado
peso molecular, como o IP, ndo penetram em células intactas ou que ndo apresentam
alteracbes na permeabilidade da membrana, caracteristico dos estagios finais de
apoptose (WILLINGHAM, 1999).

Portanto, a utilizagdo da citometria de fluxo associado ao marcador FITC
Anexina V permite detectar células nos estagios iniciais de apoptose, enquanto que o
IP permite determinar os estagios finais deste processo de morte celular por necrose
(vanENGLAND et al., 1998; WILLINGHAM, 1999).

2.5 Determinacao da Fragmentacao de DNA

No ensaio para determinacdo de fragmentacdo de DNA, as células serdo
rompidas pelo tampao de lise expondo os ndcleos. O IP se ligara ao DNA e as células
contendo ndcleos integros emitirdo alta fluorescéncia. A condensacao da cromatina e
fragmentacdo de DNA podem ser observadas pela ocorréncia de eventos com baixa
fluorescéncia. Isto se deve a menor marcacao do DNA com o IP devido a condensagéao
da cromatina. Além disso, pedacos menores de DNA captam menos IP, emitindo

menor fluorescéncia (YUAN et al., 2003).

2.6 Avaliacéo da atividade antioxidante

As plantas sdo fontes importantes para a busca de novas drogas,
principalmente devido ao seu emprego na medicina popular para o tratamento de
diversas doengas, entre elas o céancer, sendo mais da metade dos medicamentos
utilizados para o tratamento desta doenca derivados de fontes naturais como plantas,
microrganismos e espécies marinhas (CRAGG et al., 2005; SEWELL et al., 2014).

Entretanto, o mecanismo pelo qual estas drogas atuam nas ceélulas tumorais
nao sao bem esclarecidos. Os radicais livres ou ERO, quando em excesso nos

organismos, sao apontados como os causadores de diversas doencas como cancer,
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doencas cardiovasculares, catarata, diabetes mellitus tipo 1 e disfuncbes cerebrais
(NASCIMENTO et al., 2011). A poderosa reatividade das ERO representa um impacto
abrangente na saude humana, pois danifica diversas moléculas nos sistemas
bioldgicos, podendo iniciar a mutagénese, a carcinogénese, os disturbios circulatorios,
entre outras enfermidades que se desenvolvem com a idade (GUEDES, 2006).

Antioxidantes sao substancias que podem retardar ou inibir a oxidacdo de
moléculas, pois atuam inibindo a reacdo em cadeia de oxidacdo, tendo papel
importante como um fator de protecdo dos organismos, e a maioria das plantas sado
boas fontes de antioxidantes (VELIOGLU et al.,, 1998; HEIDARIAN et al.,, 2013;
ROOAHFIZA et al., 2013).

A atividade antioxidante dos derivados vegetais tem sido avaliada por diversos
métodos, colorimétricos, bioldgicos e eletroquimico, dentre outros métodos. Entre 0s
métodos colorimétricos destacam-se aqueles relacionados a capacidade dos
antioxidantes de neutralizar o radical ABTS* [2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico)] ou DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila).

2.6.1 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE EQUIVALENTE AO TROLOX (TEAC)

Um dos métodos mais utilizados para medir a atividade antioxidante é através
da captura do radical 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6- acido sulfénico) (ABTS™),
gue pode ser gerado através de uma reacao eletroquimica ou enzimatica, podendo-
se medir a atividade antioxidante de compostos hidrossollveis e lipossoluveis, através
da medida por espectrofotometria da diminuicdo da formag&o do radical ABTS* na
presenca de antioxidantes doadores de hidrogénio (SILVA et al., 1999; KUSKOSKI et
al, 2005; BORGES et al., 2011).

A reacao do radical com espécies doadoras de hidrogénio, como compostos
fendlicos, o converte em uma forma nao colorida de ABTS* (Figura 11). Assim, o grau
de descoloracgéo, que funciona como indice de inibicdo do radical ABTS™*, determina o
total da atividade antioxidante da amostra comparada a reatividade do Trolox, utilizado

como padréo, sob as mesmas condi¢des (FIGUEIRA et al., 2014).
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Figura 11: Estabilizacdo do radical ABTS.+ por um antioxidante e sua formagéo pelo persulfato de
potassio. Adaptada de SOUSA et al, 2007.

2.6.2 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE ACORDO COM A REDUCAO DO
RADICAL DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila)

O teste DPPH € um dos métodos indiretos mais antigos para se determinar a
atividade antioxidante sendo sugerido inicialmente em 1950 para se descobrir 0s
doadores de hidrogénio em matérias naturais, e mais tarde foi quantificado para
determinar o potencial antioxidante de compostos fendlicos, ndo exigindo para isso
condicBes drasticas de temperatura e oxigenacao (SILVA et al., 1999; NASCIMENTO
et al., 2011).

O método de DPPH é muito utilizado para se determinar a atividade
antioxidante em extratos e substancias isoladas como: compostos fendlicos (SOUSA
et al., 2007), fenilpropanodides, fendlicos totais, flavondis (LEJA et al., 2007),
cumarinas (VOGEL et al., 2005), quitosana com diferentes pesos moleculares (KIM;
THOMAS, 2006), antocianinas, antocianidinas (LEJA et al., 2007; LIMA et al., 2007),
carotenoides (AJILA et al., 2007), rutina, kaempferol (SILVA et al., 2005).

No método proposto por Blois (1958), adaptado por Figueira e colaboradores
(2014) a determinacéo da atividade antioxidante das amostras € mensurada a partir
da interacdo da substancia antioxidante com o radical DPPH, de coloracdo purpura,
resultando na formacéao irreversivel de um produto hidrogenado (hidralazina) o qual
possui coloragcdo amarela (Figura 12). Este método consiste em avaliar a capacidade
antioxidante via a atividade sequestradora do radical livre DPPH, a qual pode ser
monitorada pelo decréscimo da absorbancia numa dada concentracao
(NASCIMENTO et al.,, 2011). A partir dos resultados obtidos determina-se a
porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou

porcentagem de DPPH remanescente no meio reacional.
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Figura 12: Mecanismos de reagéo entre o radical DPPH* e um antioxidante através da transferéncia
de um &tomo de hidrogénio. Fonte Adaptado de OLIVEIRA, 2015.

O DPPH € um radical estavel e com baixa taxa de deterioracao e reatividade
como a maioria dos compostos, portanto, apenas agentes redutores fortes sao
capazes de reagir com esses radicais estaveis em um modo estequiométrico. A baixa

absorbancia indica atividade sequestrante de radicais livres (SANTOS et al., 2007).
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3 OBJETIVO
3.1 Objetivo geral

Avaliar atividade antitumoral, além da acédo protetora contra dados ao DNA e
inducdo de apoptose de extrato, fracdes, subfracbes e rutina obtidos de Annona
glabra.

3.2 Objetivos especificos

o Avaliar a citotoxicidade de extratos, fragoes, subfracdes e substancias
puras da Annona glabra;

o Avaliar se mecanismo envolvido na citotoxicidade do extrato, fracoes,
subfracbes e substancias puras da Annona glabra esta relacionado a inducdo de
apoptose ou atividade antioxidante;

o Avaliar se 0 mecanismo de morte celular envolve apenas a inducéo de
apoptose ou necrose e inducao de apoptose;

o Avaliar a capacidade antioxidante de extrato, fracbes, subfracbes e
substancias puras da Annona glabra.

. Comparar qual atividade mais promissora para cada umas das amostras

obtidas de A. glabra.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material
4.1.1 EQUIPAMENTOS

O

O
laboratorio;

O

(e}

O

O
Laboratério;

O

O

O

O

O

O

o

Agitador magnético mini com aguecimento — Quimis;

Autoclave 75L — Phoenix;

Balanca analitica modelo FA2104 Eletronic Balance — Bio precisa,;
Banho-maria, modelo SL 150— SOLAB Cientifica;

Banho de ultrasson, modelo 2210 Brason — Tecnal Equipamentos para

Cabine de fluxo laminar vertical, modelo PA 310 — Pachane;
Camara de contagem de Neubauer espelhada — Improved;
Capela — Quimis;

Centrifuga refrigerada, modelo CT-600R — Cientec Equipamentos para

Citbmetro de fluxo, CyFlow space - Partec

Contador manual de células - DIGETIMER,;

Deionizador, modelo EasyPure Il — Banstead;

Dessecador de vidro;

Destilador de agua;

Equipamento de Fluxo Unidirecional, modelo CFLV 12 — Grupo Veco;
Estufa BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio), modelo HF212 UV —

Byosistens com Importadora e Exportadora de Equipamentos para Laboratério LTDA;

(@)
©)
©)
O
O
©)
Paguepet;
o

o

Espectrofotdmetro, modelo Espectra Max M2 — Molecular Devices;
Estufa, modelo Md 12 — Medicate Produtos Médicos;

Evaporador rotatério, Fisatom;

Geladeira - Eletrolux;

Incubadora CO2,modelo Series 8000WJ — Thermo scientific;

Micropipetas, volume ajustavel de 10-100 pL e de 100-1000 pL —

Microscépio Optico, modelo E200-NIKON - Eclipse,;
Phmetro de bancada — Quimis Q400RS;
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o Sistema de Filtracdo a vacuo 250 mL, membrana 0,22 ym — TPP —

Switzerland.

4.1.2 MATERIAL DE CONSUMO

4.1.2.1 Solventes e Reagentes

o ABTS® Aldrich Chemical - Co

o Acetato de etila P.A — Isofar Indastria e Comeércio de Produtos
Farmacéuticos;

o Alcool Metilico (Metanol) — CAQ (CASA da Quimica Industria e Comércio
LTDA);

o Alcool grau 96° (Alcool Etilico hidratado) — Santa Cruz LTDA,;

o Diclorometano P.A - Isofar Industria e Comércio de Produtos
Farmacéuticos;

¢ Dimetil-sulféxido (DMSO) — Sigma Aldrich;

¢ DPPH - 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl — Sigma Aldrich;

o Hexano P.A — CQA (CASA da Quimica Ind. E Com, LTDA);

o TROLOX® Aldrich Chemical — Co;

41272 Meio de Cultura e Outros

o Anexina V marcada com FITC — BD Pharmingin;

o Bicarbonato de Sodio — Sigma Aldrich;

o Citrato de sddio PA Tribasico — Vetec;
o Cloreto de céalcio — Vetec;
o Cloreto de sddio PA - Vetec

o Corante Azul de Tripan solugéo (0,4%V100mL) — Sigma Aldrich;

o Estreptomicina — Sigma Aldrich;

o Hepes — Sigma Aldrich;

o Meio DMEM P1502 (DulbeClo’s Modified Eagle Mediem) com glutamina
e vermelho fenol, isento de bicarbonato de sodio — Gibco;

o MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium 500mg —
Sigma Aldrich;
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A)

Penicilina G — Sigma Aldrich;
RNAse A5x1mL — Ludwing Biotec;
SEPHADEX;

Silica gel para cromatigrafia em coluna fina — Macherey-Nagel;

Soro bovino Fetal — Gibco;
Tripsina — EDTA (1X) — Gibco;
Triton® X-100 — Sigma Aldrich;

Materiais plasticos, metal e vidro

Algodao hidréfobo;
Cuba cromatogréfica;
Cubeta de quartzo;
Eppendorffs;
Espatulas de metal;
Estantes plasticas;

Garrafas de cultura de células 75cm2— TPP — Switzerland:;

Garrafas de cultura de células 25cm? — SPL Life Sciences;

Papel de filtro;

Placas de cultura de células de 24 pocos — TPP;

Placas de cultura de células de 96 pocos — TPP;

Ponteira 200 pL amarela, tipo universal — Labware Manifactuting CO;
Ponteira 100-1000 pL, azul, tipo universal — Kartell S. P.A_;

Tubo conico graduado 15 mL estéril (Tipo Falcon);

Tubo cénico graduado 50 mL estéril (Tipo Falcon) — Becton-Dickson;
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Tubos de microcentrifuga (Tubos eppendorff) de 1,5 mL— Kartell S. P.

Suporte de ferro.
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4124 Vidrarias

o Baldo volumétrico de 250 mL, 500 mL, 1000 mL — Laborquimi;

o Bastdo de vidro;
o Becker de 600 mL, 1000 mL — Satelit;
o Coluna cromatografica;

o Erlenmeyes de 250, 2000 mL — Vidrolabor;

o Funil de separacdo de 1000 mL — Schott Duran;

o Pipetas de vidro graduadas de 1mL, 5 mL, 10 mL, - Vidrolar;
o Pipeta Pasteur descartavel;

o Proveta de 50 mL, 200 mL, 500 mL e 1000 mL — Vidrolex;

4.1.3 MATERIAL BIOLOGICO

41.3.1 Linhagem celular

Para os testes citotoxicos foram utilizadas a linhagem celular permanente de
células 4T1, oriunda de carcinoma mamario murino, cedidas gentilmente pelo
laboratorio de Nanobiotecnologia da Universidade de Brasilia (UnB) e adquiridas pelo

Banco de Células do Rio de Janeiro.

4.1.4 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

As cascas dos troncos da A. glabra foram coletadas em abril de 2014, na
rodovia estadual Alca Viaria, préximo ao municipio de Abaetetuba, Estado do Para. A
identificagdo botanica foi realizada pela Dra. Marlia R. F. Coelho; e a amostra
testemunho pertence ao Herbario Jodo Murca Pires (MG) do Museu Paraense “Emilio
Goeldi” sob o registro MG. 176948.
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42 Métodos
4.2.1 PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

As cascas do tronco 5 kg foram lavados em agua corrente para retirada do limo
e cortica presente e higienizados com alcool 70° GL O material vegetal foi mantido em
estufa de circulacdo de ar a 40 °C por 7 dias. ApGs secagem completa, o material foi
submetido a moagem em moinho de facas e foi obtido 3 kg de um po grosso,

caracterizado previamente no estudo de Brigido (2016).

4.2.2 OBTENCAO E FRACIONAMENTO DO EXTRATO

A quantidade de 1,395 kg do p6é das cascas de A. glabra foi submetido a
maceracao descontinua com etanol na proporcao de 1:10, ao abrigo da luz e em
temperatura ambiente. Inicialmente utilizou-se 10 L de etanol e manteve-se a solugéo
em repouso por 72 h. A solucdo extrativa foi removida e mais 10 L de etanol foram
adicionados e mantidos em repouso por mais 24h. Repetiu-se o procedimento até
obtencado de solucdo extrativa incolor. Apos, a solucéo foi filtrada e concentrada em
evaporador-rotativo até obtencdo de residuo. O material seco foi acondicionado em
frascos de vidro previamente pesados e entdo mantidos em estufa estufa (50 °C) até
peso constante.

O extrato etandlico obtido das cascas de A. glabra (5,2025 g) foi solubilizado
em 50 mL de metanol com o auxilio de banho de ultrassom, e submetido a particdo
(1:1) com 1000 mL de hexano e metanol aquoso 10% (v/v), obtendo-se as fragbes
hexanica (FH) e metandlica (FM), que em seguida foram concentradas em evaporador
rotativo. Dois gramas (2 g) da FM foram novamente fracionados em coluna com
Sephadex (LH20®) como barreira de excluséo (altura: 49 cm, diametro: 4 cm e volume:
615,44 mL) e como fase movel utilizou-se metanol. As subfragdes obtidas também
foram concentradas em evaporador rotativo até obtencao de residuo, e apos completa
secagem em estufa a 50 °C foram determinadas as massas das subfra¢ges (Figura
13; Tabela 1).



5,20 g Extrato Etandlico de

Annona glabra
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Particdo: 1000mL Hexano +

Metanol aquoso 10% (viv)
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Metanolica
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[

0,42 g Fracao
Hexanica
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+ Metanol (fase moével)

Cromatografia em Camada Delgada
Reveladores: Dragendorff e Ultravioleta (365nm)
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Grupo 5

w
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Figura 13: Esquema utilizado para o fracionamento do extrato etanélico obtido das cascas de A.

glabra.
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Tabela 1. Fracdes resultantes do fracionamento por cromatografia em coluna de Sephadex da fracao
metandlica (FM) obtido do extrato etandlico da casca de A. glabra e agrupamento.

Subfracéo Massa (mg) I‘\I’:erﬁ(r;\iode;s Fracao Massa (mg)
1 10,2 23 35,6
2 12,4 24 25,9
3 10,4 25 26,8
4 20,2 26 25,7
5 28,3 27 24,9
6 21,6 Grupo 1 28 34,8
7 90,2 Grupo 2 9 35,6
8 26,5 Grupo 3 30 35,7
9 339,3 31 34,6
10 83,4 32 36,8
11 70,6 Grupo 4 33 27,9
12 38,2 34 33,2
13 30,2 35 26,5
14 44,2 36 33,8
15 53,1 Grupo 5 37 36,8
16 52,4 38 26,2
17 67,2 39 32,6
18 55,8 Grupo 6 40 24,7
19 23,6 41 25,7
20 45,3 42 25,2
21 43,4 43 25,6
22 24,2 44 22,6
23 33,4 45 14,2
24 35,6 46 13,2

Amostras de 1 mg do extrato, fracdes e subfracées foram solubilizadas em 1mL
de metanol e analisadas em cromatografia em camada delgada (CID), em placas de
vidro cobertas com silica gel 60 mesh. Como fase mével foram utilizados acetato de
etila/metanol/agua (88%:11%:8%), seguindo metodologia adaptada por Wagner
(1984) para detecc¢éao de alcaloides. Como reveladores foram utilizados o reagente de
Dragendorff e Ultravioleta (UV) (365 nm). As subfracbes obtidas da coluna
cromatrogréafica de Sephadex que apresentaram perfis semelhantes foram reunidas,
enguanto que as subfracdes que nao revelaram com o reagente de Dragendorff e UV
(365 nm) e que apresentaram rendimento inferior a 50 mg ndo foram submetidas as
demais etapas do estudo.

Na figura 14 é apresentada a sequéncia cronolégica de realizacdo dos

experimentos.
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Analise CCD —
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Rutina (Brigido, 2016)

picrilhidrazila).

Figura 14: Sequéncia cronolégica dos experimentos.

Legenda: TEAC — Capacidade Antioxidante equivalente ao Trolox;

DPPH - Capacidade antioxidante de acordo com a reducao do radical 1,1 —difenil-2-
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4.2.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL

42.3.1 Cultivo e manutencéo das linhagens celulares

As células 4T1 (Figura 14) foram cultivadas em garrafas de cultura, com meio
DulbeClo’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), suplementado com 10% de SFB - Soro
Fetal Bovino, mantidas em incubadora com atmosfera umida, 5% de CO2 a 37 °C,
sendo repicadas a cada 2 a 3 dias. Para a realizacdo dos experimentos, as células
foram retiradas das garrafas de cultivo através da exposi¢ao a tripsina por 3 minutos,
coletadas em tubos cénicos de 15 mL, centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos,
ressuspensas em meio DMEM ou RPMI 1640, contadas em Camara de Neubauer e
plagueadas conforme a necessidade do protocolo experimental realizado. ApGs 24h,

as células foram expostas as amostras testes e realizados os procedimentos

experimentais.

Figura 15: Células 4T1
Fonte: Shen et al., 2003.
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4232 Teste de Viabilidade Celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por Mossman e colaboradores (1983). Utilizando placa de 96 pocos foram
distribuidas as células 4T1 (2,5x10* células/mL meio DMEM suplementado com 10%
de SFB). As placas foram incubadas a 37 °C em atmosfera imida com 5% de COs-.

Depois de 24h de incubacao foi realizado o tratamento com concentracdes
decrescentes das amostras testes (200 ug/mL; 100 ug/mL; 50 ug/mL; 25 pg/mL; 12,5
pg/mL; e 6,25 ug/mL).

As placas foram incubadas a 37 °C, em atmosfera umida com 5% de CO2. ApGs
24h de tratamento, o sobrenadante foi desprezado e adicionado 150 puL da solucéo de
brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio] (MTT, 5 mg/mL). As placas
foram incubadas a 37 °C em atmosfera imida com 5% de CO:2 durante 4 horas. Apos
este tempo, foi adicionado 100 pL de DMSO (dimetilsulféxido) a todos os pocos para
dissolver os cristais de formazan. Apos 5 minutos, as absorbancias dos pocos foram
lidas em um espectrofotdmetro de varredura de mdultiplos pocos, utilizando um
comprimento de onda de referéncia de 570 nm.

Os valores de Clso (concentracéo inibitoria 50%) foram calculados utilizando-se
curvas de dose-resposta a partir de trés experimentos independentes. Para o célculo
da viabilidade celular, adaptado de Galucio (2014):

0 , ., . Absorbancia células tratadas
Yo células vidveis = —— x100
Absorbancia células sem tratamento

(Equacéo 1)

Ou seja, para o calculo das células mortas:

0 ’ . ., . Absorb.células sem tratamento— Absorb.cél.tratadas
% células invidveis = Absorb.cél.sem tratamento x 100

(Equacéo 2)

A concentracgdo inibitoria de 50% (Clso) foi determinada pela regressao linear,
p<0.05 e, adotando-se os critérios estabelecidos pelo protocolo da American Cancer
Institute (NCI), o qual recomenda que valores de Clso < 30 pg/mL para extratos brutos

de plantas, assim como Clso < 4 pg/mL para substancias puras (GERAN et al., 1972).



55

4.2.3.3 Determinacéo da Externalizacdo da Fosfatidilserina (Detecgéo de
Apoptose)

Para o ensaio de deteccdo de apoptose células da linhagem 4T1 foram
plagueadas em placas com 12 pocos na concentracdo de 5 x 10* células/mL,
incubadas a 5% de CO2, 37 °C e umidade controlada, por 24h. ApGs este tempo as
células foram tratadas com as amostras nas concentragdes inferiores a Clso. As placas
foram novamente incubadas a 5% de COz2, 37 °C e umidade controlada, por mais 24h.
No terceiro dia, 800 pL de solucdo de peréxido de hidrogénio (2 mM) foram
adicionadas aos pocos de controle positivo. Apds 30 minutos, as células foram
lavadas com PBS e entdo desaderidas com tripsina. Depois desse periodo, com as
células completamente desaderidas, estas foram coletadas, centrifugadas (2000 rpm/
5 min, 4 °C). O sobrenadante foi descartado, sendo adicionado tampé&o de ligagao
(300 pL) e feito a ressuspensao as células. Esta suspensao foi dividida em 3 aliquotas
(100 pL), sendo o primeiro grupo utilizado como controle ndo marcado, o segundo
grupo foi marcado com 5 pL de FITC Anexina V e 50 pL de iodeto de propideo
(20uL/mL) e o terceiro grupo sera marcado apenas com 50 pL de iodeto de propideo.
Todos os grupos foram lidos em citometro de fluxo (VERMES, 1995).

Portanto, células marcadas positivamente pela FITC Anexina V e negativa para
IP, estdo no estagio inicial de apoptose; células marcadas para ambos FITC Anexina
V e IP estdo ou no estagio final de apoptose, sofrendo necrose ou ja estdo mortas;
células marcadas negativamente para ambos FITC Anexina V e IP estéo vivas e ndo
estdo sofrendo apoptose mensuravel (VERMES, 1995).

O fluorocromo verde isotiocianato de fluoscina (FITC) associado a Anexina V e
o lodeto de propideo sdo excitaveis por laser de argbnio (480 nm) e emitem
fluorescéncia na faixa de 515-530 nm (FL1) e 560-580 nm (FL2), respectivamente
(VERMES, 1995).
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4.2.3.4 Determinagdo da Fragmentacdo de DNA

O ensaio para determinacdo de fragmentacdo de DNA objetiva-se a marcar
acidos nucleicos com IP para realizacao de leitura em citdbmetro de fluxo (YUAN et al.,
2003).

Semelhante ao ensaio de deteccdo de apoptose, as células foram plagueadas
a uma concentracédo de 5 x 10* células/mL em placas de 12 pocos. Apds 24h, foram
tratadas com as substancias em concentracdes inferiores a Clso. No terceiro dia foram
tripsinisadas e centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e adicionado 100 pL de
solugcdo de RNAse A (250 pg/mL) e incubados por 5 minutos em temperatura
ambiente. As células foram ressuspendidas com 200 pL de tampéao de lise contendo
IP, e entdo, foram incubadas por 30 minutos a 4°C (YUAN et al., 2003).

Para controle positivo foram utilizadas células tratadas com peroxido de
hidrogénio a 2 mM. Na leitura no citdmetro de fluxo, os parametros foram ajustados
para FL2, que representa a emissao de fluorescéncia do IP na faixa de 560-580 nm
(YUAN et al., 2003).

4.2.4 TROLOX AQUIVALENT ANTIOXIDANTE CAPACITY (TEAC)

O potencial antioxidante foi determinado de acordo com a sua equivaléncia ao
um potente antioxidante conhecido como Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetrameticromono-
2-carboxylic acid), um analogo sintético e hidrossoluvel da vitamina E. Foi seguido o
protocolo proposto por Miller e colaboradores (1993), modificado por Re e
colaboradores (1999), adaptando-se as condicbes de temperatura, proporcées
relativas de reagente e mensuracao de tempo.

Para realizacao deste ensaio, inicialmente testou-se a capacidade antioxidante
apenas dos extratos, fracdes, subfracbes e substancia isolada das cascas de A.
glabra. As amostras foram testadas nas concentra¢des de 200, 100, 50, 25, 12,5 e
6,25 pg/mL. Também foi avaliada a atividade antioxidante dos extratos apdés
exposicao as celulas 4T1, no qual semeou-se as células em placas com 96 pocos.
Apo6s 24h de incubacdo em incubadora com 5% de CO2, umidade controlada e
temperatura de 37 °C, as células fora tratadas com as mesmas concentracdes das
amostras (200, 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 pg/mL). As leituras foram realizadas apés 24
h de exposicédo das células, onde o sobrenadante foi recolhido e armazenado em
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tubos cbnicos com capacidade para 1,5 mL devidamente identificados e entéo,
encaminhados para realizacdo da leitura. Para a leitura, os reagentes foram
preparados previamente, onde o ABTS reage com persulfato de potassio (K2S20s),
produzindo diretamente o radical cation ABTS*", que apresenta um cromoéforo de
coloracao verde/azul, com absorbancia maxima nos comprimentos de onda 645, 734
e 815 nm.

As amostras foram adicionadas ao radical pré-formado, esperando-se que as
gue possuissem capacidade antioxidante o reduzisse novamente a ABTS, na
extensdo e escala de tempo dependente da capacidade antioxidante, concentragao
do antioxidante e duracdo da reacdo. Estes aspectos foram avaliados através de
espectrofotometria pela observacdo da mudanca na absorbancia lida a 734 nm
durante o intervalo de tempo de 5 min. A extensdo da descoloracdo como indice de
inibicdo do radical cation ABTS** foi determinada como a atividade antioxidante da
amostra, e esta relacdo com reatividade do TROLOX® como padrdo (Figura 15)
calculada sob as mesmas condicbes. Os resultados finais foram expressos em
mmol/L, correspondendo a concentracdo do Trolox com capacidade antioxidante

equivalente a amostra analisada.

vy =0,53246x+0,00405

Absorbiancia

0.5 R? =0,9969
0,2
0,1
0 : : : .
0 0,5 1 15 2 25 3

TEAC (pmol/L)

Figura 16: Curva padrédo do Trolox para a determina¢éo do TEAC.



58

O resultado antioxidante foi determinado segundo Re e colaboradores (1999),
através da porcentagem de inibicdo da absorbancia da solucdo de ABTS a 734 nm e

representadas graficamente como uma funcao de concentracgao.

4.2.5 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE ACORDO COM A REDUCAO DO
RADICAL DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila).

Para avaliagdo da capacidade antioxidante das amostras foi utilizado o método
de reducéo do radical DPPH proposto por Blois (1958), adaptado por Figueira (2014).
A preparacao das amostras foi realizada conforme descrito no subitem 4.2.3.7.

Para realizacédo da leitura das amostras, uma solu¢édo de DPPH 0,1 mM em
metanol foi preparada. Em tubos de ensaio foram acrescentados 600 pL da solugéao
de DPPH 0,1mM em etanol, 50 puL da amostra e 350 uL de 4gua destilada, resultando
no volume final de 1 mL. Os tubos foram mantidos por 30 min em banho-maria a 37
°C, e apos este periodo as absorbancias das amostras foram mesuradas a 517 nm. A
absorbancia inicial do DPPH foi avaliada, e as mudangas observadas nas
absorbancias foram proporcionais a atividades antioxidante das amostras. Uma curva
padrdo do Trolox foi utilizada (Figura 17). A avaliacdo da atividade antioxidante foi
realizada através da conversdo dos valores de absorbancia em porcentagem da
capacidade antioxidante (% CA) pela equacéo a seguir:

(Abs.controle—Abs.Extrato) x 100
Abs.controle

% CA =

(Equacéo 3)

Onde:

Abs. controle é a absorbéancia inicial da solucéo etandlica de DPPH e Abs.
extrato é a absorbancia da mistura reacional (DPPH + extrato) (OLIVEIRA et al.,
2014).
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Figura 17: Curva padrao do Trolox para a determinacdo do DPPH.

4.2.6 ANALISE ESTATISTICA

O programa SPSS versao 20.0 foi utilizado para a obtencdo dos valores das
médias e DP (desvio padrdo). Diferengas significativas entre as médias foram
determinadas usando andlise de variancia (ANOVA) pelo teste de Turkey usando o
mesmo programa. Valores de p < 0,05 foram considerados significativamente

diferentes.
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5 RESULTADOS
5.1 Obtencao e selecado das amostras submetidas ao estudo

O extrato etandlico (rendimento = 8,39%) foi submetido a particdo, sendo
obtidas as fracdes hexanica (rendimento = 8,077%) e metandlica (rendimento =
88,138%).

A premissa deste trabalho € que se a A. glabra tiver atividade antioxidante é
devido a presenca de flavonoides. Visando obter subfracfes enriquecidas com estes
metabdlitos ou obter as substancias isoladas, a fragdo metandlica foi submetida ao
fracionamento em coluna cromatogréfica aberta com Sephadex como fase
estacionaria e metanol como fase mével, obtendo-se 46 subfracdes. (BRIGIDO,
2016).

No estudo de Brigido (2016) o extrato, fraces e subfracbes foram analisados
através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a Arranjos de
Diiodos (CLAE-DAD) com a finalidade de detectar a presenca de flavonoides. Esta
etapa serviu de base para a selecdo das amostras que foram submetidas as demais
etapas do estudo.

No extrato etandlico, fracdbes hexanica e metandlica, e grupos 2 e 3
apresentaram picos majoritarios cujos 0s espectros em ultra-violeta (UV) sédo
sugestivos de flavonoides (Figura 16).

Nos espectros em UV foram observados em 255 nm um sinal € sugestivo do
da banda Il (anel A, por¢cao benzoil), enquanto que o pico em 318,9 nm pode estar
relacionado com a banda | (anel B, por¢do cinamoil) do flavondide (Figura 17)
(MARBRY et al., 1970; ALONSO-SALCES et al., 2004).
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Figura 18: Perfis cromatogréficos e espectros de UV do extrato e fragdes obtidos das cascas de A.
glabra. A= 280 a 400 nm.
Condigéo: Coluna Sunfire C18, 5 um (4,6 x 150 mm), fluxo= 0,5 mL/min, temperatura
40°C, Fase mavel: t= 0 min: 90% agua e 10% metanol, t=20 min: 90% agua e 10%
metanol, t=40 e 50 min: 0% &gua e 100% metanol, t=60 min: 90% agua e 10% metanol.
Legenda: A — Extrato etandlico (EE); B — Fracdo Hexanica (FH) e C — Fracdo Metandlica
(FM) (BRIGIDO, 2016).
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Figura 19: Estrutura quimica geral de um flavonoide.

Baseado nos resultados do CLAE-DAD selecionou-se as seguintes amostras
para estudo: EE, FH, FM, G2, G3, G4 e G5. O Grupo 3, devido as caracteristicas
cromatograficas e o rendimento, foi submetido a novo fracionamento para o
isolamento do flavonoide (BRIGIDO, 2016)

5.2 Avaliagao da citotoxicidade

Através do ensaio de viabilidade celular (MTT) determinou-se a concentracao
inibitéria 50%. Baseado nesta determinou-se o potencial citotéxico para linhagem
celular 4T1. O fracionamento do extrato etandlico (Clso = 137,7 pg/mL) levou a
obtencdo de fragdo com maior atividade inibitéria (Fracdo hexanica Clso = 45,07
pug/mL). Entretanto, ndo houve alteracdo significativa da atividade para a fracao
metandlica (Clso = 139,4 pg/mL).

Devido ao baixo rendimento da fracdo hexéanica (8,007%), optou-se por
fracionar a fracdo metandlica.

As subfracbes 7 e 8, pertencentes aos grupos 2 e 3, respectivamente, néo
inibiram o crescimento das células 4T1, apresentando viabilidade de 100% com
Cls0>200 pg/mL (Tabela 2), portanto, ndo foram consideradas citotoxicos.

As subfracbes 6, 11, 15 e 20 (grupos 1, 4, 5 e 6, respectivamente)
demonstraram atividade inibitéria superior as subfragbes 7 e 8, inibindo
aproximadamente 35,76%, 22,74%, 10,17% e 26,66% da proliferagcdo da linhagem
tumoral a 100 pg/mL (Tabela 2).
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Tabela 2. Clso do extrato etandlico obtido das cascas de A. glabra e suas fracdes testadas em células
4T1 (Carcinoma mamario murino).

Amostra Clso (ug/mL)

EE 137,7

FM 139,4

FH 45,07
Subfracéo 6 (Grupo 1) 142,6
Subfracéo 7 (Grupo 2) >200
Subfracéo 8 (Grupo 3) >200
Subfracédo 9 (Grupo 3) 97,12
Subfracéo 11 (Grupo 4) 103,7
Subfracéo 15 (Grupo 5) 100,6
Subfragédo 17(Grupo 6) 53,45
Subfragcéo 19 (Grupo 6) 80,65
Subfragcéo 20 (Grupo 6) 104,6
Rutina >200

Legenda: Clso — Concentracgéo Inibitoria 50%; EE — Estrato Etandlico; FM — Frag&do Metandlica; FH—
Fracdo Hexanica.

Observa-se na figura 19, que a subfracdo 9 nas concentracdes de 6,25 pg/mL
a 50 pg/mL apresenta um comportamento que favorece a proliferacdo das células
tumorais, e nas concentracdes acima de 50 pg/mL, a mesma mostra atividade de
inibicdo do crescimento das células tumorais.

No presente estudo, o extrato, suas fracdes e subfracbes mostraram-se ricas
em flavonoide, logo a citotoxicidade destas amostras, provavelmente, estédo
relacionadas a estes metabdlitos. Visando compreender os possiveis mecanismos
envolvidos nesta citotoxicidade avaliou se a fragmentacdo do DNA esta envolvida

neste evento, ou se houve inducéo de apoptose intrinseca pelos flavonoides.
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Figura 20: Viabilidade Celular de A. glabra sobre as células 4T1 (Carcinoma mamario murino). A —
Percentual de células viaveis tratadas com Extrato Etandlico (EE), Fracdo Metandlica (FM) e
Frac@o Hexéanica (FH); B — Percentual de células viaveis tratadas com Fracdo Hexanica
(FH), Subfracéo 9 (FR. 9), Subfracdo 17 (FR. 17) e Subfracdo 19 (FR. 19).

5.3 Integridade da membrana plasmatica (Deteccédo de Apoptose)

ApOs observados os resultados de viabilidade celular através do ensaio de
MTT, o EE, FM, e rutina que apresentaram baixa potencial citotoxico (Clso > 100
ug/mL), enquanto FH, subfracédo 17, subfracdo 19 apresentaram moderado potencial
citotoxico (Clso < 100 pg/mL) foram selecionadas para o ensaio de deteccédo de
apoptose através de citometria de fluxo, marcados com Anexina V e IP, para que fosse
verificado se o fracionamento do extrato contribui para os danos provocados na

membrana plasmatica das células.
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As células analisadas apos o tratamento com o EE, FM e Rutina apresentaram
marcagOes com Anexina V e IP (2,58%, 2,71% e 0,67%, respectivamente; Figura 21)
comparavel ao controle negativo (1,04%; Figura 21), assim como, a marcacao apenas
com Anexina V (6,78%, 13,46% e 10,11, respectivamente; Figura 21) e IP (5,31%,
0,72% e 2,43%, respectivamente; Figura 21) foram comparaveis ao controle negativo
(11,65% e 2,43, respectivamente; Figura 21).

Os resultados expressos na figura 22 mostram que tanto o EE quanto a rutina
provocaram modificacbes no tamanho e granulosidade das células, enquanto as
tratadas com a FM ndo demonstraram alteracdes. O EE e a rutina mantiveram 39,54%
e 56,96% das ceélulas com tamanho e granulosidade normais, enquanto o controle
negativo manteve 82,4% de células com tamanho e granulosidade normais.
Observou-se que as células tratadas com o EE evidenciaram alteracdes de tamanho,
no entanto, as células tratadas com rutina mostraram mudangas no tamanho e na

granulosidade (Figura 22).

Figura 21. DotPlot comparando a marcacgéo das células 4T1 por Anexina V e lodeto de propideo (IP)
apos tratamento de 24h com as amostras. A-Controle; B- Peréxido de hidrogénio; C-
Extrato etandlico (EE); D- Fragdo metandlica (FM); E- Rutina.
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Figura 22. DotPlot comparando as alteragdes na morfologia (tamanho e granulosidade) das células
4T1 ap6s tratamento de 24h com as amostras. A-Controle; B- Perdxido de hidrogénio; C-
Extrato etandlico (EE); D- Fracdo metandlica (FM); E- Rutina.

A citometria de fluxo para andlise da integridade da membrana das células
tratadas com FH, subfracdo 17 e subfracdo 19 mostrou que tanto na marcacao com
Anexina V e IP (0,51%, 0,59% e 0,53%, respectivamente), apenas Anexina V (0,4%,
0,18% e 0,4%, respectivamente) quanto apenas IP (3,55%, 9,68% e 5,69%,
respectivamente), ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo ao controle
negativo que teve 0,25%, 0,11% e 5,46% de marcagcdo com Anexina V e IP, Anexina
V apenas e IP apenas, respectivamente (Figura 23).

Neste ensaio também pode-se observar alteracbes nas caracteristicas
morfologicas (tamanho e granulosidade) nas células tratadas com as fracGes de A.
glabra. A FH foi apresentou modificaces mais evidentes em relacdo ao tamanho e
granulosidade das células, mantendo apenas 22,39% das células com caracteristicas
normais comparado ao controle negativo (71,66%; Figuras 24).

Neste estudo as subfragdes 17 e 19 ndo apresentaram alteragdes significativas
de granulosidade e tamanho celular, exibindo 69,15% e 74,29%, respectivamente, de
células com caracteristicas normais, sendo comparavel ao controle negativo (71,66%;
Figura 24).
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Figura 23: DotPlot comparando a marcacédo das células 4T1 por Anexina V e lodeto de propideo (IP)
apos tratamento de 24h com as amostras. A-Controle Negativo; B- Peréxido de
hidrogénio; C- Fracao Hexanica (FH); D- Subfracéo 17 (FR. 17); E- Subfragdo 19 (FR. 19).
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Figura 23. DotPlot comparando as altera¢cdes na morfologia (tamanho e granulosidade) das células
4T1 ap6s tratamento de 24h com as amostras. A-Controle; B- Perdxido de hidrogénio; C-
Frac@o Hexéanica (FH); D- Subfracdo 17 (FR. 17); E- Subfracdo 19 (FR. 19).
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54 Determinacao da Fragmentagédo de DNA

A fragmentacédo de DNA é uma marca tipica para anélise de células que estao
morrendo pelo processo de apoptose. As fracdes subfracdo 17 e 19 evidenciaram
baixa taxa de células 4T1 com DNA fragmentado apds o tratamento (6,51% e 19,22%,
respectivamente; Figura 25). No entanto, o tratamento das células com as subfracdo
6 e 7 resultou em taxa de fragmentacdo de DNA comparavel ao controle positivo
(49,87% e 57,71%, respectivamente; Figura 25). A taxa de células com DNA
fragmentado apdés tratamento com a FH (87,19%) foi superior ao controle positivo com
peroxido de hidrogénio (52,79%)
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Figura 25: Histograma da quantificacdo de fragmentacdo de DNA das células 4T1 apés tratamento

de 24h com as fra¢des de Annona glabra. A- Peréxido de hidrogénio; B- Fracdo Hexanica (FH); C-
Subfracéo 6 (FR. 6); D- Subfracdo 7 (FR. 7); E- Subfracdo 17 (FR. 17); F- Subfracdo 19 (FR. 19).

5.5 Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC)

Para andlise da capacidade antioxidante pelo método ABTS<*, obteve-se o
valor do TEAC do extrato, fracdes, subfracbes e rutina obtidos de A. glabra nas
concentracbes de 6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 pg/mL, a partir da curva padrédo do
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Trolox (r> = 0,9969) em 24h. Os valores de Clso foram determinados através de
regressao linear.

Os valores de TEAC para o EE, Grupo 5 e rutina apresentaram diferencas
significativas em funcdo da concentracdo, sendo evidenciado que para o Grupo 5
estas amostras houve aumento do percentual de inibi¢cdo do radical ABTS<* conforme
h& o aumento da concentracdo do material testado (Figura 26).

B0 R2=0,528

R2 = 0,941

cao do ABTS

% Inibicio do ABTS

Concentragdo (pg/mL)

R2=0.570

Concentrac8o (pg/mL)

Figura 26: Resultados da acéo antioxidante do extrato etandlico da Annona glabra subfra¢@o grupo 5
e rutina sobre a inibicdo da solugcéo de radical ABTS «+. (A) Extrato etandlico (r2 = 0,528),
(B) Grupo 5 (r2 =0,941) e (C) rutina (r2 = 0,570).

Para o EE as concentracdes de 6,25 e 12,5 pg/mL o percentual de inibicdo do
radical foi significativamente inferior a concentracdo de 200 upg/mL. Entretanto, o
extrato etandlico ndo apresentou alta atividade antioxidante, visto que o valor de ICso
para esta amostra foi maior que 200 pg/mL (Tabela 3).
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Tabela 3: Concentracgdo Inibitoria 50% do extrato, fragdes, subfracées e rutina de Annona glabra a
base do teste TEAC.

Amostra Clso ug/mL
Extrato etandlico > 200*
Fracao hexanica > 200

Fracdo metandlica > 200

Grupo 2 > 200

Grupo 3 > 200

Grupo 4 > 200*

Grupo 5 94,59 + 3,01*

Grupo 6* > 200

Rutina > 200

* Valores de p < 0,05 foram considerados significativamente diferentes (Tukey)

O fracionamento do EE para obtencao de substancia isolada contribuiu para o
aumento da atividade antioxidante. Apesar de ndao haver diferenca significativa de
atividade antioxidante entre do EE, FM e rutina, observou-se que o Grupo 5
apresentou percentual de inibicdo do radical ABTSe<* significativamente superior em
relacdo ao EE, o que demonstra que com o fracionamento do EE obteve-se subfracao
com melhor atividade antioxidante (Tabela 3).

Para o Grupo 5 os percentuais de inibi¢do do radical nas concentracdes 25, 50,
100 e 200 pg/mL foram significativamente superiores as concentracdes 6,25 e 12,5
pg/mL (Figura 25). Esta amostra mostrou atividade antioxidante significativamente
superior as demais amostras (Cls0=94,59 + 3,01 pg/mL). Estudos para identificacéo
deste grupo ainda precisam ser realizados.

A substancia isolada rutina mostrou aumento do percentual de inibicdo do
radical ABTS+" em funcdo do aumento da concentracdo da amostra. Nesse sentido,
verificou-se que o percentual de inibicdo da rutina nas concentracbes 6,25 e 12,5
pg/mL foram significativamente inferiores as concentragfes 50, 100 e 200 pg/mL
(Figura 26).

As amostras FH, FM, Grupo 2, Grupo 3, Grupo 4 e Grupo 6 nao apresentaram
diferenca significativa em relagéo a sua capacidade antioxidante no teste TEAC sobre
as demais amostras.
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5.6 Capacidade antioxidante de acordo com areducéo do radical DPPH (1,1-
difenil-2-picrilhidrazila)

Os resultados obtidos para o extrato, fragdes no teste DPPHe« ndo apresentaram
diferenca significativa em nenhuma das amostras analisadas. A avaliagdo da
capacidade antioxidante pelos métodos DPPH e TEAC fornece apenas algumas
indicacdes da capacidade de certas substancias de remover radicais livres e nao
indica o efeito do antioxidante sobre a sobrevivéncia celular (WU et al., 2011,
OLIVEIRA et al., 2014).

Em todas as amostras avaliadas nas diferentes concentracdes a capacidade

antioxidante nao foi significativa.

5.7 Anélise Estatistica

Com o objetivo de comparar médias das amostras (Tabelas 4 e 6) e suas
concentracfes nos testes TEAC E DPPH aplicou-se o teste ANOVA, obedecendo-se
os critérios de igualdade de variancia, avaliado através do teste de Levene e a
normalidade dos dados com o teste de Smirnov Komolgorov. Para a analise de
multiplas comparagfes das variaveis utilizou-se o teste de Tukey (Tabela 5 e 7).

Segue abaixo resultados das analises estatisticas.



Tabela 4: Média e desvios padrées do percentual de inibicao do extrato etandlico, fracdes, subfracdes e substancia isolada rutina de Annona glabra pelo

teste TEAC.
Grupo Conﬁgpr;rfgao Média Desvio-padrao Grupo Conﬁgrnt]rfgao Média Desvio-padrao
6,25 35,14 1,49 6.25 34,59 153
12,50 34,38 1,01 12,50 32,80 1,24
. 25,00 40,82 1,65 25,00 35,24 3.87
Extrato etanclico 50,00 40,34 2.90 Grupo 4 50,00 34,88 2.03
100,00 42,01 6,22 100,00 38,64 3,47
200,00 45,78 7.44 200,00 38,47 5.88
6,25 33,96 174 6,25 37,08 3,75
12,50 31,78 3,38 12,50 34,26 3,57
N . 25,00 33,00 2,85 25,00 40,41 217
Fragao Hexanica 50,00 33,19 3,55 Grupo 5 50,00 42,12 257
100,00 33,75 281 100,00 51,85 3,40
200,00 33,82 1,92 200,00 66,91 3,35
6.25 38,28 3,31 6.25 38,86 5,15
12,50 36,74 4,55 12,50 36,66 6,53
N . 25,00 37,89 6,64 25,00 37,70 5,86
Fragdo metanolica 50,00 34,15 N Grupo 6 50,00 35,51 3,88
100,00 37,98 1,79 100,00 34,54 1,02
200,00 38,13 4,06 200,00 33,42 221
6,25 34,78 2.42 6,25 36,74 1,48
12,50 33,07 2,05 12,50 33,91 241
25,00 34,43 2,60 . 25,00 36,41 276
Grupo 2 50,00 32,79 1,08 Rutina 50,00 40,37 261
100,00 35,71 3,11 100,00 41,41 3,27
200,00 33,55 4,62 200,00 41,44 4,02
6.25 36,09 3.81
12,50 34,86 3.75
Grupo 3 25,00 39,74 3,37
50,00 38,23 4,64
100,00 38,46 113
200,00 38,12 2.60

* Valores de p < 0,05 foram considerados significativamente diferentes avaliados pelo teste ANOVA.
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Tabela 5: Miltiplas comparacgdes entre as amostra de extrato, fragcées, subfracdes e rutina obtidas de
Annona glabra usadas no teste TEAC

Amz)l)stra Am((?]?tra [;isfer;eér(lj?zse(rll:[\;()e P Amostra Amostra Diferenca entre P
0] ) as médias (I-J)
Hir)‘("‘;rﬁcc’a 6,4929" p<0,0001 Grupo 3 -3,5288" 0,0236
mg{:ﬁgﬁc . 2,5500 02621 | GUPO2  Grypo4 -1,7154 0,7746
Grupo 2 5,6887" p<0,0001 Grupo 5 -11,3838" p<0,0001
Extrato Grupo 3 2,1600 0,4908 Grupo 6 -2,0596 0,5575
etandlico
Grupo 4 3,9733" 0,0057 Rutina -4,3229" 0,0016
Grupo 5 -5,6950" p<0,0001 Grupo 4 1,8133 0,7172
Grupo 6 3,6292" 0,0174 | GMPO3 o5 -7,8550" 0,0000
Rutina 1,3658 0,9256 Grupo 6 1,4692 0,8908
mg{:ﬁgﬁ’ca -3,9429° 0,0063 Rutina -0,7942 0,9976
Grupo 2 -0,8042 0,9974 Grupo 5 -9,6683" p<0,0001
Fragdo Grupo 3 -4,3329" 0,0016 Grupo 4 Grupo 6 -0,3442 1,0000
hexanica  Grupo 4 -2,5196 0,2773 Rutina -2,6075 0,2348
Grupo 5 -12,1879" p<0,0001 | Grupos5 Grupo 6 9,3242" p<0,0001
Grupo 6 -2,8638 0,1367 Rutina 7,0608" p<0,0001
Rutina -5,1271" 0,0001 Grupo 6 Rutina -2,2633 0,4243
Grupo 2 3,1388 0,0701
Grupo 3 -0,3900 1,0000
Fracéo Grupo 4 1,4233 0,9073
metandlica  Grupo 5 -8,2450" p<0,0001
Grupo 6 1,0792 0,9814
Rutina -1,1842 0,9671

* Valores de p < 0,05 foram considerados significativamente diferentes avaliado pelo teste de Tukey.



Tabela 6: Média e desvios padrées do percentual de inibicao do extrato etandlico, fracdes, subfracdes e substancia isolada rutina de Annona glabra pelo

teste DPPH.
Grupo Concentracao Média Desvio-padrao Grupo Concentragdo Média Desvio-padrao
png/mL pg/mL
6.25 72,71 1731 6.25 73.55 20,55
12,50 68,40 19,97 12,50 70,81 19.21
St el 25,00 61,91 25,25 Grupo 4 25,00 68,94 22,09
50,00 72,83 17,17 50,00 70,08 19,58
100,00 70,06 21,51 100,00 72,80 18,35
200,00 68,15 21,42 200,00 70,66 20,25
6.25 71,71 19,82 6.25 61,61 26,90
12,50 71,50 18,68 12,50 70,63 15,07
N " 25.00 65,74 20,23 25,00 74,01 17,81
Fragao Hexanica 50,00 72,62 17,79 Clrise s 50,00 72,41 19,80
100,00 67,61 17.20 100,00 69,51 20,62
200,00 70,72 12,71 200,00 68,36 21,27
6.25 73,43 19,73 6.25 71,53 18,55
12,50 68,61 17,37 12,50 72,32 17,66
Fragio metanélica 25,00 68,97 18,95 Grupo 6 25,00 69,36 20,90
50,00 68,09 21,00 50,00 65,83 23,01
100,00 70,48 19,62 100,00 65,29 22,52
200,00 74,40 16,69 200,00 71,92 18,35
6.25 75,00 19,60 6,25 73,83 20,33
12,50 68,55 20,49 12,50 73,01 17,84
25,00 68,22 20,00 . 25,00 68,12 Do
Grupo 2 50,00 70,54 19,00 S 50,00 71,83 19,73
100,00 72,29 17,74 100,00 73,67 17,19
200,00 65,86 22,63 200,00 70,39 20,76
6,25 73,16 17.44
12,50 67,70 20,82
Grupo 3 25,00 70,33 17,84
50,00 73.34 17,75
100,00 70,21 18,53
200,00 71,71 17,62

* Valores de p < 0,05 foram considerados significativamente diferentes avaliados pelo teste ANOVA.
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Tabela 7: Mdltiplas comparacdes entre as amostra de extrato, fracdes, subfracdes e rutina obtidas de
Annona glabra usadas no teste DPPH.

Amostra Amostra Diferenca entre

g P Amostra Amostra Diferenca entre
O ) as médias (1-J) 0) @) as médias (-) P
FraA(;a_o -0,9750 1,0000 Grupo 3 -0,9992 1,0000
Hexanica
Fragéo -1,6538 1,0000 | Grupo 2 Grupo 4 -1,0650 1,0000
metandlica
Grupo 2 -1,0667 1,0000 Grupo 5 0,6550 1,0000
Extrato  Grupo 3 -2,0658 1,0000 Grupo 6 0,7008 1,0000
etandlico
Grupo 4 -2,1317 1,0000 Rutina -1,7325 1,0000
Grupo 5 -0,4117 1,0000 Grupo 4 -0,0658 1,0000
Grupo 6 -0,3658 1,0000 | Grupo3 o 05 1,6542 1,0000
Rutina -2,7992 0,9999 Grupo 6 1,7000 1,0000
Fracéo -0,6788 1,0000 Ruti -0,7333 1,0000
Al utina
metandlica
Grupo 2 -0,0917 1,0000 Grupo 5 1,7200 1,0000
Grupo 3 '1,0908 1,0000 Grupo 4 Grupo 6 1,7658 1,0000
Fracéo Grupo 4 -1,1567 1,0000 Rutina -0,6675 1,0000
hexanica
Grupo 5 0,5633 1,0000 Grupo5 Grupo 6 0,0458 1,0000
Grupo 6 0,6092 1,0000 Rutina -2,3875 1,0000
Rutina -1,8242 1,0000 Grupo 6 Rutina -2,4333 1,0000
Grupo 2 0,5871 1,0000
Grupo 3 -0,4121 1,0000
Fra(;éo Grupo 4 -0,4779 1,0000
metandlica  Grupo 5 1,2421 1,0000
Grupo 6 1,2879 1,0000
Rutina -1,1454 1,0000

* Valores de p < 0,05 foram considerados significativamente diferentes avaliado pelo teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO

A selecdo da espécie A. glabra para estudo se fundamentou em:

- Estudos etnoboténicos: espécies pertencentes ao género Annona S&o
utilizadas no tratamento de tumor (BORGES, 2010; CHAVES et al., 2011; MELO et
al., 2013).

- Estudo quimico: de algumas espécies de Annona fora isolados flavonoides,
como a rutina isolada de A. glabra, quercetina e catequinas isoladas de A. muricata
(NAWWAR et al., 2012; GEORGE et al., 2014; BRIGIDO, 2016).

- Estudos farmacolégicos: extratos obtidos de espécies de Annona ricos em
composto fendlicos com alto potencial antioxidante contra uma variedade de espécies
de radicais livres, além de capacidade protetora ao DNA (BARRECA et al., 2011,
NAWWAR et al., 2012; GEORGE et al., 2014).

6.1 Obtencao e selecao das amostras

Com o fracionamento do extrato etandlico foi observado maior rendimento para
a fragdo metandlico, sugerindo que o extrato contém majoritariamente constituintes
de maior polaridade (Tabela 1). Alguns estudos fitoquimicos relatam o isolamento de
alcaloides, acetogeninas e flavonoides, dos quais ja foram descritas atividades
citotoxica e antitumoral para alcaldides e acetogeninas (CHEN e al., 2004; ALMEIDA
et al., 2005; PARDHASARADHI et al., 2005; COSTA et al., 2011).

De extratos metandlicos de folhas de A. crassiflora, A. warmingiana e A.
tomentosa foram isolados flavonoides como: kaempferol-3- O-glicosideo, quercetina-
3-O-arabinosideo, O- glicosideos de quercetina, kaempferol e luteolina (Figura 2-E, D
e F) (SANTOS E SALATINO, 2000). Flavonoides glicosilados possuem maior
polaridade e podem estar presentes no extrato etandlico e na fracdo metandlica.

Além de flavonoides, estas podem conter acetogeninas, visto ter sido isolado
este metabolito do extrato metanolico obtido de folhas de A. cherimolia, sendo
isoladas as seguintes substancias: esquamocina, itrabina, querimolina -1,
neonanonina e asimicina (COLOM et al., 2007). Também do extrato metandlico de A.
purpurea ja foram isolados os alcaloides: estefarina, glaziovina e promucosina atraves
de particdo entre cloroformio e 4gua, seguido de extracdo com 3% de &cido cloridrico
da fracéo cloroférmica (CHANG et al., 2000).
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Em sintese, a composi¢cdo quimica do extrato etandlico de A. glabra pode ser
complexa, podendo conter flavonoides, alcaloides, acetogeninas entre outros
metabolitos secundarios. As acetogeninas isoladas de A. glabra annoglaxina e 27-
hidroxibullatacina (Figura 6-A e B) apresentaram atividade antitumoral em linhagem
celular de hepatoma humano (CHEN et al., 2004), células tumorais de mama, rim,
prostata e pancreas (LIU et al., 1999). Outras acetogeninas mostraram-se ativas em
linhagens de células tumorais de mama (MCF-7) e leucemia (K-562;
PARDHASARADHI et al., 2005).

A atividade antitumoral dos alcaloides tem sido amplamente relatada
(ALMEIDA et al., 2005; MOHAN et al., 2012; MOREIRA et al., 2015). Inclusive, os
alcaloides vimblastina e vincristina sédo utilizados para o tratamento do cancer
(ALMEIDA et al., 2005).

Como sugerido no estudo de Brigido (2016), o extrato estandlico, fracao
metandlica, fracdo hexanica e grupos 2 e 3 de A. glabra apresentaram sinais
sugestivos de flavonoides na andlise em CLAE-DAD. De Annonaceae foram isolados
e identificadas cerca de 76 flavonas e flavondis, a sendo a maior parte glicosideo e
com polaridade intermediaria (isovitexina, vitexina, isoorientina entre outros.
(MEDEIROS E KANIS, 2010). Todos os fenois encontrados foram glicosideos de
flavonas (apigenina, scutellareina, hispidulina e luteolina) ou flavondis (canferol,
ramnocitrina, 6-hidroxiramnocitrina, quercetina, isoramnetina e ramnetina), com
predominancia deste ultimo, sobressaindo-se a quercetina (SOARES et al., 2000;
SANTOS E SALATINO, 2000). Estes flavonoides séo pouco solUveis em agua, porém
muito sollveis em etanol e metanol (MEDEIROS E KANIS, 2010). Logo, os
flavondides presentes no EE, FM e subfra¢fes, provavelmente, possuem polaridade
intermediaria.

Flavonoides constituem uma importante classe de polifendis presentes em
relativa abundéancia entre os metabolitos secundarios vegetais e tém sido associados
a capacidade antioxidante (RICE-EVANS et al.,, 1995; GULCIN, 2012; DAI e
MUMPER, 2010; ARAUJO, 2013). Flavonoides isolados de A. crassiflora como
guercetina, isoramnetina, campferol e seus derivados C- ou O- glicosideos
demonstraram atividade antioxidante utilizando os médodos DPPH e [B-caroteno
(LAGE, 2011). Compostos fenodlicos impedem a agéo dos radicais livres no organismo
e, uma vez que protegem moléculas como o DNA, podem vir a bloquear alguns

processos carcinogénicos (SILVA et al., 2010).
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Um fato relevante € que nas cascas coletadas para este estudo verificou-se a
presenca de fungos. Muitos fungos que crescem em plantas utilizam mecanismos de
defesa para reduzir a concentracdo de compostos aromaticos, como alcaloides e
flavonoides, produzidos por estas plantas, visto que muitos desses compostos
aromaticos sdo toxicos em pequenas concentracdes para muitos fungos (MAKELA et
al., 2015). Isto poderia justificar a identificacdo de compostos com caracteristicas de
flavonoides em grandes quantidades no extrato metandlico das cascas de A. glabra,
ou seja, devido a regido em que o material vegetal foi coletado ter caracteristicas de
elevados percentuais de umidade, isto favoreceria o crescimento de fungos, e estes,
por conseguinte, através de adaptacdes de defesa, possam estar desviando a rota de

sintese dos alcaloides.

6.2 Avaliagdo da citotoxicidade

Conforme dito anteriormente, em espécies de Annona ja foram isolados
metabdlitos como alcaloides, acetogeninas e flavonoides. A atividade inibitoria de
acetogeninas em linhagens de células tumorais de mama ja foram descritas em outros
estudos (OBERLIES, 1997). No presente estudo avaliou-se, inicialmente, a
citotoxicidade sobre a linhagem de células tumorais de mama (4T1) e em seguida
investigou se a fragmentacdo do DNA e apoptose. O Fluxograma abaixo sumariza o

desenho experimental utilizado neste estudo (Figura 27).

Extrato etandlico A. glabra

L4

v v

Fragdo hexano ' Fracdo metandlica

L Subfractes Grupos 1-6

Y

Estresse oxidativo : A Ensaio de Determinacéo da
*—| Ensaio de viabilidade celular | Fragmentagao de DA
Ensaio de Determinacio de
Apoptose

Figura 27: Fluxograma das etapas de desenvolvimento dos experimentos.
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Na literatura, a atividade antitumoral através do mecanismos de indugédo de
apoptose de outras espécies Annona tém sido atribuida a metabdlitos terpenos,
acetogenina (ZHANG et al., 2004; YUAN et al., 2006). Para A. glabra poucos trabalhos
relacionam a atividade antitumoral aos mecanismos de inducao de apoptose, contudo,
estudos vem demonstrando que a presenca de flavonoides em extratos de plantas
apresentam a capacidade de prevenir a inducdo de apoptose (RUVO et al., 2000;
BETTUZZI et al., 2007; MARTIN et al., 2008). Portanto, estudos relacionando a
capacidade citoprotetora de fragcbes de A. glabra enriquecidas de flavonoides
precisam ser realizados.

O extrato etandlico de A. glabra foi fracionado, evidenciando que este processo
foi benéfico para o aumento do potencial citotoxico. A fracdo hexanica apresentou
maior potencial citotoxico (Clso = 45,07pug/mL) em relagéo ao extrato etandlico (Clso=
137,7 pg/mL). Sabe-se que a fragdo hexéanica, provavelmente, é constituida por
substancias de menor polaridade, logo, atravessam facilmente a membrana celular e
chegam ao seu local de acéo (citoplasma ou nucleo) (CONTE, 2002). Estudos através
de CLAE-DAD da fracdo hexanica de A. glabra evidenciaram sinais com tempo de
retencdo semelhante ao extrato etandlico e seus espectros de UV iguais, sugerindo
presenca de flavonoides nesta fragéo (BRIGIDO, 2016).

Pimenta (1995), apos realizar particdo entre hexano e metanol aquoso do
extrato de éter de petréleo das sementes de A. crassiflora conseguiu isolar através de
cromatografia de adsorcao de silica os esteroides B-sitosterol e estigmasterol (Figura
2-G e H), a acetoargenina crassiflorina (Figura 4-H), além de identificar fracdes
contendo misturas de acetogeninas. Considerando-se as caracteristicas relativas a
polaridade do extrato de éter de petroleo, bem como a fracdo hexanica, pode-se supor
gue a fracdo hexanica obtida a partir do extrato etandlico das cascas de A. glabra
apresente conteudo consideravel de acetogenina, o0 que justificaria a atividade
inibitoria observada no teste de viabilidade celular.

Em contrapartida, a fracdo metandlica apresentou potencial citotoxico (Clso=
139,04 pg/mL) comparavel ao extrato etandlico (Clso= 137,7 pg/mL). Estudos em
CLAE-DAD realizados com o extrato etandlico e fracdo metandlica de A. glabra
demonstraram espetros de UV sugestivos de flavonoides (BRIGIDO, 2016).

Do extrato de metanol aquoso de folhas e ramos Miliusa balansae de

(Annonaceae) foram isolados os flavonoides ombuine, chrysosplenol B, pachypodol e
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chrysosplenol C; os quatro compostos apresentaram atividade inibitéria para as
linhagens tumorais KB (Carcinoma Epidermoide humano), Hep-G2 (Hepatoma-G2) e
RB (RABDOSARCOMA; HUONG et al., 2005).

O fracionamento da fragdo metandlica de A. glabra objetivou obter subfracdes
ricas em flavonoides. Os efeitos, preventivo e inibidor, no desenvolvimento de
canceres séo atribuidos aos flavonoides encontrados em diversas plantas da familia
Annonaceae, portanto, esperava-se que subfragcbes ricas em flavonoides
apresentassem maior citotoxicidade (HU et al., 2007).

No estudo de Brigido (2016) em CLAE-DAD as subfracdes 7 e 8 (Grupos 2 e
3, respectivamente) apresentaram espectros sugestivos de flavonoides, por
conseguinte estas ndo apresentaram potencial citotoxico (Clso > 200ug/mL; Tabela 2),
assim como a substancia isolada rutina, um flavonoide considerado potente
antioxidante e com efeito protetor contra pro-carcinégenos (MARCARINI et al, 2011).

As subfracbes 6, 11, 15 e 20, pertencentes aos grupos 1, 4, 5 e 6,
respectivamente, apresentaram pequenos percentuais de inibicdo a 100upg/mL
(Tabela 2). No estudo de Brigido (2016) foi observado que estas subfracdes ndo foram
ativas para Leishmania amazonensis, no entanto, em concentracdes entre 100 e 200
pg/mL, foram verificados pequenos efeitos de inibicdo, o que pode sugerir a presenca
destes compostos nestas subfracdes, mas em pequenas quantidades.

O comportamento citoprotetor subfracdo 9 em baixas concentracfes (Figura
20) pode estar relacionado a presenca da substancia flavan-3-ol, como foi sugerido
na analise do EE de A. glabra por CLAE-DAD realizada no estudo de Brigido (2016).
A ingestdo de flavonoides, entre eles a catequina flavan-3-ol pode estar associada a
reducao do risco de cancer de pancreas em pacientes fumantes (BOBE et al., 2008).
Embora haja evidéncias de que dietas rica em flavonoides possam contribuir para a
saude, ndo ha certezas sobre as quantidades e condi¢des de uso ideais, uma vez que
o flavonoides podem ser substancias potencialmente perigosas (MARCARINI, 2013).
Estudo vem demonstrando que tratamentos prolongados com concentracdes
elevadas de flavonoides induziram a apoptose (KIM e JANG, 2009).

A reducao do risco de cancer renal pode estar associada a ingestao de
vegetais ricos em flavonoides (BOSETTI et al., 2007).

Pesquisa realizada com flavonoides isolados do extrato metandlico de Annona
dioica confirmou o efeito anti-oxidante, antitumoral, hipoglicemiante e anti-inflamatorio

(FORMAGIO et al.,, 2015). Os flavonoides ombuina, crisosfenol, paquipodol e
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crisosfenol C foram citotoxicos para as linhagens KB (Carcinoma epidermoide
humano), Hep-G2 (Hepatoma-G2) e RD (Rabdossarcoma). Entre elas, o paquipodol
teve atividade muito elevada contra as linhagens KB (Cls0=0,7 pg/mL) e Hep-G2
(Cl50=0,55 pg/mL) (HUONG et al., 2005).

Estudos tem indicado que o estresse oxidativo pode apresentar um duplo papel,
no qual em uma delas o aumento do estresse oxidativo aumenta a taxa de crescimento
do tumor e promove futuramente a tumorogénese. Entretanto, este mesmo aumento
do estresse oxidativo pode potencializar o efeito de agentes terapéuticos produtores
de ERO, como o paclitaxel (MATEESCU et al., 2011). Portanto, estes estudos trazem
outras perspectivas sobre o efeito positivo da suplementacdo com doses terapéuticas
de antioxidantes em tratamentos do cancer (MATEESCU et al., 2011; GOODMAN et
al., 2011). Isto é resultado de discrepancias existentes entre estudos experimentais
com animais ou linhagens celulares de cancer e ensaios clinicos pra estudos humanos
no que diz respeito a associagdo de substancias antioxidantes e o risco de cancer
(MYUNG et al., 2010).

6.3 Integridade da membrana plasmatica (Deteccédo de Apoptose)

A apoptose é caracterizada pela diminuicdo do volume celular, condensacéo
da cromatina e formacdo dos corpos apoptédticos (KANNAN e JAIN, 2000). A
externalizacdo da FS na superficie de células apoptéticas ocorre antes da
fragmentacdo de DNA e da formacdo de vesiculas da membrana plasmética,
marcando células em estagio de apoptose inicial, enquanto que o aumento
progressivo da permeabilidade da membrana plasmatica, € uma alteracao morfoldgica
tipica de células apoptoticas tardias ou inviaveis (BLANKENBERG et al. 1998;
BOUDET et al., 1996; PALMA, 2005).

A analise por citometria de fluxo evidenciou que nenhuma das amostras
analisadas induziu as células a apoptose (Tabela 3). Tal fato pode ser explicado
devido a presenca de flavonoides, como foi indicado na analise em CLAE-DAD do EE,
FM, FH e Grupo 3 do qual foi isolada a substancia rutina, realizado no estudo de
Brigido (2016).

Flavonoides tém apresentado potencial uso na prevencdo da apoptose. Um
exemplo é o flavonoide quercetina que protege células contra a apoptose induzida por
H20: via modulacédo de disfuncdo mitocondrial (PARK et al., 2003; DORTA, 2007).



82

Estudos demonstram que a rutina em baixas concentragbes potencializa as
defesas antioxidantes das células, mesmo na auséncia de qualquer substancia de
espécies reativas de oxigénio, exercendo assim, atividade antioxidante indireta e,
consequentemente, podendo atuar impedindo ou retardando o estresse oxidativo
celular que pode induzir a apoptose (SHEN et al., 2003; MARCARINO, 2013).

Na citometria de fluxo, a reducdo do volume celular e o aumento da
granulosidade das células apoptoticas podem ser avaliados a partir de modificacdes
nos padrdes FSC (foward scatter) e SSC (side scatter) de dispersao da luz,
respectivamente (BROWN et al., 1993).

Neste estudo, observou-se que apesar de EE ndo induzir células 4T1 a
apoptose, o mesmo promoveu modificacdes relacionadas a reducédo do tamanho das
células (Tabela 3). De diversas espécies de Annona ja foram identificados metabdlitos
como alcaloides, acetogeninas, terpenos, carboidratos, flavonoides lipideos e &cidos
aminados (FERELLI et al, 2005; LUNA, 2006). Devido esta complexidade de
compostos bioativos presentes em plantas do género Annona, pode-se sugerir que
alteracdes na morfologia de linhagens celulares esteja relacionada a presenca de
outros metabdlitos secundérios que estejam presentes no extrato em menor
quantidade.

A substancia rutina isolada de A. glabra também mostrou alteracbes na
morfologia das células tratadas (Tabela 3). Neste caso, a substancia promoveu
reducdo do tamanho das células e aumento da granulosidade. Modificacbes na
morfologia das células provocadas pela rutina. No estudo de Santos (2011) o
flavonoide rutina induziu modificacdes morfoldgicas apds 48h de tratamento de células
da linhagem GL-15, tendo essas células apresentado modificaces como contracao
do corpo celular e um fendtipo bipolar com a emissdo de finos prolongamentos
citoplasmaticos.

A FH, embora néo tenha sinalizado para a inducédo de apoptose através da
marcacdo com Anexina V e IP, apresentou um maior potencial citotdxico
(Cls0=45,07pug/mL) em relagcdo as demais amostras avaliadas, e ainda promoveu
alteracbes consideraveis na morfologia das células, reduzindo tamanho e
granulosidade das mesmas (Tabela 3). No estudo de Pimenta (1995) foram isolados
de A. crassiflora diversas acetogeninas a partir da fracdo de éter de petroleo. Tendo
em vista as caracteristicas de polaridades das fra¢cbes, pode-se sugerir que haja a

presenca de acetogeninas em baixos niveis na FH de A. glabra.
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O mecanismos de acdo de atividade citotdxica de acetogeninas esta
relacionado com a inibicdo da NADH oxidase da membrana plasmatica da célula
tumoral e da membrana interna mitocondrial. Este mecanismo inibe a fosforilacédo
oxidativa, resultando na diminuic&o dos niveis de ATP celular e inibindo a proliferacéo
das células tumorais (TORMO et al., 2003).

Morfologia das células Retracdo celular, condensacdo da cromatina,
degradacédo de membranas celulares e fragmentacao internucleossémica do DNA séo
algumas das caracteristicas morfoloégicas das células que séo alteradas
(CAMPAGNARO, 2012).

Em relacéo as subfracdes 17 e 19 (Grupo 6), estas ndo induziram as células a
apoptose, tampouco promoveram alteracdes na morfologia das células. Portanto,
sugere-se que o potencial citotoxico moderado indicado para estas subfracdes ndo

esteja relacionado a inducao de apoptose.

6.4 Fragmentacao de DNA

Como observado pela andlise dos resultados anteriores, 0 mecanismo
envolvido no potencial citotoxico das amostras de A. glabra ndo envolvem a inducao
de apoptose, portanto, analisou-se a capacidade de fragmentacdo de DNA daquelas
gue apresentaram potencial citotoxico moderado.

Substancias genotédxicas invadem o nucleo de células e causam danos aos
acidos nucleicos. Portanto, genotoxicidade € uma propriedade possuida por algumas
substancias que as torna nocivas para as informacdes genéticas de um organismos.
Estas mudancas podem ser observadas usando a fragmentacdo de DNA
(JOHANSSON, 2009).

A FH apresentou capacidade de fragmentacdo de DNA (87,19% de DNA
fragmentado) superior ao controle positivo (52,79%). Confirmando que o mecanismo
evolvido no potencial citotéxico desta amostra nédo é apoptose, entretanto, a possivel
presenca de metabdlitos como acetogeninas poderia justificar a intensa fragmentacao
do DNA das células (Tabela 8).

As subfracbes 6 e 7 (Grupos 1 e 2, respectivamente), apresentaram

fragmentacdo de DNA (46,87% e 57,71%, respectivamente) comparavel ao controle
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positivo (52,79%), no entanto, apenas a subfragdo 7 apresentou espectros sugestivo
de flavonoides segundo o estudo de Brigido (2016; Tabela 8).

Flavonoides sdo reportados por exibir uma grande variedade de efeitos
bioldgicos, incluindo atividade antioxidante e de captura de radicais livres. Entretanto,
em altas concentragfes, também séo capazes de exercer agdo pro-oxidante, incluindo
a formacéo de radicais (LAUGHTON et al., 1989; CAO et al., 1997; O'BRIEN et al.,
2000). Estudos tem demonstrado que baixas concentracdes de flavonoides podem
estabilizar a fita dupla de DNA, enquanto que a desestabilizacdo da dupla hélice de
DNA pode ocorrer apos incubacao por longos periodos com alto teor de flavonoides
(KANAKIS et al., 2005).

As subfracdes 17 e 19 apresentaram taxa de fragmentacdo de DNA nao
representativa, o que indica que o mecanismo envolvido no seu potencial citotoxico

nao esta relacionado a apoptose ou fragmentacédo de DNA.

Tabela 8. Resultados de Inducéo de apoptose e Fragmentacéo de DNA por citometria de fluxo.

Amostra Anexina IP AnexinaV e FSC e SSC Fragmentacéo de
V IP (R1) DNA
Controle Negativo 0,11% 5,46% 0,25% 71,66% Nd
Controle Positivo 0,02% 13,69% 2,72% 1,39% 93,65%
Extrato Etandlico* 6,78% 5,31% 2,58% 39,54% Nd
Fracdo Metandlica* 13,46% 0,72% 2,71% 13,82% Nd
Fracdo Hexanica 0,40% 3,59% 0,51% 22,39% 12,81%
Subfracdo 6 Nd Nd Nd Nd 49,87%
Subfracéo 7 Nd Nd Nd Nd 57,71%
Subfracdo 17 0,18% 9,68% 0,59% 69,15% 93,53%
Subfracdo 19 0,40% 5,69% 0,53% 74,29% 80.89%
Rutina* 10,11% 2,43% 0,67% 56,96% Nd

Legenda: IP — lodeto de Propideo; FSC - Forward Scatter (volume celular); SSC — Side Scatter
(granulosidade celular); Nd — ndo determinado.
* Ensaio realizado em outro equipamento, com outros controles. Controle negativo
(Anexina V - 11,65%; IP — 2,43%; Anexina V e IP — 1,04; FSC e SSC — 82,4%); Controle
Positivo (Anexina V — 26,8%; IP — 3,0%; Anexina V e IP — 14,4%; FSC e SSC — 13,82%).

6.5 Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC)

Os valores do TEAC e da porcentagem de inibicdo da solugdo de ABTS++
demonstram a capacidade relativa de uma amostra antioxidante de doar atomos de
hidrogénio ou elétron para eliminar o cation radical ABTS<+ (EREL, 2004).

Para o EE, apesar da diferenca significativa entre as menores concentracdes
(6,25 e 12,5 pg/mL) apresentar diferenca significativa em relacdo a maior
concentracdo (200 pg/mL), esta amostra apresentou baixa atividade antioxidante.



85

Estudos de avaliacdo da atividade antioxidante do extrato etandlico das cascas de A.
crassiflora (Clso = 42,82 pg/mL) demonstrou que estes apresentam polifenois com
excelente capacidade antioxidante (ROESLER et al., 2007). Os extratos aquoso e
hidroalcodlico de A. muricata través do método TEAC mostrou baixa atividade
antioxidante (Clso= 11,5% + 2,3 e 13,6% + 6,1 pg/mL).

Entretanto, o fracionamento do EE mostrou-se benéfico para a atividade
antioxidante, evidenciando que o grupo 5 mostrou melhor capacidade antioxidante em
relacdo ao EE. O fracionamento de extratos de plantas para avaliacado da capacidade
antioxidante é importante, uma vez que possibilita maior concentracdo de substancias
com capacidade antioxidante (IHA et al., 2007; ARAUJO, 2013).

Para a amostra de rutina observou-se que apesar baixa capacidade
antioxidante, esta apresentou aumento significativo da capacidade antioxidante
conforme o0 aumento da concentracao da amostra. A rutina é um dos flavonoides mais
estudados devido a sua diversidade de propriedades farmacoldgicas (PEDRIALI,
2005). Estudos ja observaram que a rutina apresenta atividade antioxidante
consideravel, sendo este efeito relacionado ao tratamento de patologias que envolvam
radicais livres, sem promover toxicidade potencial (AFANAS’EV et al., 1989). A
capacidade antioxidante de composto fendlicos e flavonoides pode estar relacionada
a sua capacidade de atuar como doadores de atomos de hidrogénio (GALLEANO et
al., 2010).

6.6 Capacidade antioxidante de acordo com a reducéo do radical DPPH (1,1-
difenil-2-picrilhidrazila)

A auséncia de diferenca significativa entre os resultados obtidos no teste DPPH
mostra a falta de especificidade do método, e por isso, ha a necessidade de utilizacédo
de mais de uma técnica analitica para a avaliagcdo da capacidade antioxidante.

O radical catibnico ABTS € mais reativo que o radical DPPH, logo a reagéo
ocorre completamente apés 1 minuto. Esses métodos séo Uteis para a busca de novos
antioxidantes, mas ndo quando se pretende valorizar extratos com solventes, pois 0s
solventes alteram fatores que sdo importantes para a atividade antioxidante como
polaridade, solubilidade e atividade quelante de metais (PEREIRA, 2010). Os
resultados de determinacéo do TEAC sdo dependentes do tempo de incubacao assim

como a taxa da amostra quantificada, portanto esta dependéncia somada a pouca
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seletividade do radical catibnico ABTS na reagdo com atomos doadores de hidrogénio
podem justificar a maior expressao de resultados significantes do teste TEAC em
relacédo ao teste DPPH (DARONCHO et al., 2012).
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7 CONCLUSAO

O fracionamento do extrato etandlico de A. glabra contribuiu para o potencial
citotdéxico, visto que apresentou a fracdo hexanica como a mais promissora,
comparada as demais amostras, para esta finalidade. Por outro lado, a capacidade
antioxidante também foi favorecida com o fracionamento do extrato etanodlico e da
fracdo metandlica, uma vez que foi evidenciado que o grupo 5 apresentou a melhor
capacidade antioxidante. As amostras avaliadas ndo induzem células a apoptose,
entretanto, a rutina foi capaz de promover modifica¢gdes no tamanho e granulosidade
das células.

Portanto, nota-se que mesmo a A. glabra ter como metabdlito majoritario
flavonoides, que séo substancias muito conhecidos pela sua capacidade antioxidante,
h& a presenca ainda que em menor quantidade de outros metabdlitos que podem
representar riscos de toxicidade as células. Sendo assim, o cuidado na utilizagédo de
produtos naturais como adjuvantes na terapia do cancer é fundamental, devido a falta

de especificacdes sobre quantidades e manejo adequados destes produtos.
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APENDICE A - Preparo de Meios de Cultivo

Para o preparo do meio de cultura DulbeClo’s modified Eagle’s médium

(DMEM) completo foram utilizados:

DMEM 10 g
NaHCOs3 1,29

Hepes 2,389
Penicilina (1,650 U/mg) 0,06g=99 U
Estreptomicina 0,19

H20 deionizada 1000 mL

Apéds a mistura destes compostos em agitador magnético, foi ajustado o
pH deste meio para a faixa de 7,2 a 7,4. Depois foi filtrado em membrana de 0,22um,
em condicOes estéreis e acondicionados em frascos estéreis a 4°C. O meio foi

suplementado com 10% de soro fetal bovino.
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APENDICE B - Preparo De Outras Solucdes

o Solucéo de PBS
Os componentes foram misturados e apoés total dissolucao dos sais, a solucao

foi autoclavada.

Cloreto de sédio 89
Fostato de sddio monohidrogenado heptahidratado 21,079
Fostato monopotéssico 69
Agua deionizada 1000mL
o Preparo tampéao de ligacéo

Para o preparo do tampéao de ligacéo serao utilizados:

Hepes 0,1M
Cloreto de sédio 1,4M
Cloreto de Calcio 25mM
Agua deionizada asp 1L

Apos solubilizar todos os componentes, a solucdo sera armazenada a 4°C.

. Preparo tampéo de lise

Para o preparo do tampao de lise serao utilizados:

Citrato de sédio 2mg
Triton® X-100 2mg
lodeto de propideo 20pg/mL
Agua destilada qsp 20mL

Apés solubilizar todos os componentes, a solucdo devera ser estocada ao

abrigo da luz.
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ANEXO A — Tabelas com resultados do teste ANOVA para os ensaios TEAC e
DPPH

Tabela 9: Teste ANOVA para o ensaio TEAC

Smeds o Mdake e
Modelo corrigido 6332,7182 53 119,485 9,230 p <0,0001
Interceptar 303788,251 1 303788,251  23467,241 P <0,0001
Amostra 2490,333 8 311,292 24,047 P <0,0001
Concentracao 1041,004 5 208,201 16,083 P <0,0001
Amostra x Concentragdo 2801,380 40 70,035 5,410
Erro 2097,123 162 12,945
Total 312218,092 216
Total corrigido 8429,841 215
*R2=0,751 (R2 Ajustado = 0,670)
Tabela 10: Teste ANOVA para o ensaio DPPH
Fonte quadiados ' quadrados F P
Modelo corrigido 1812,508% 53 34,198 0,089 1,0000
Interceptar - 1066967,066  2767,128  0,0000
AR 171,763 21,470 0,056 0,9999
Concentragdo 226,592 45,318 0,118 0,9884
Amostra x Concentracdo 1414,152 40 35,354 0,092 1,0000
Erro 62465,000 162 385,586
Total - 216
64277,507 215

Total corrigido

* R2 = 0,028 (R2 Ajustado = -0,290)



