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RESUMO

REIS, H. S. Atividade antitumoral em células de cancer gastrico e atividade
antioxidante de extratos de Eugenia patrisii vahl. Dissertacdo de Mestrado,
Programa de Pos-graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do
Para, Belém, 2020.

Diversas drogas antineoplasicas sdo de origem natural ou de compostos derivados e
as plantas sdo uma das fontes primarias de substancias para esses farmacos.
Estudos com vegetais da familia Myrtaceae, demonstraram diversas efeitos, como
anticancer e antioxidante. Uma planta desta familia que apresenta atividades
bioldégicas € a Eugenia patrisii Vahl, popularmente conhecida como Ubaia-rubi-da-
amazobnia, uma planta nativa da Regido Amazodnica. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade antitumoral e antioxidante de extratos hidroalcodlicos
da folha e do caule da espécie vegetal E. patrisii. O perfil quimico dos extratos foram
feitos através de cromatografia de camada delgada. A atividade antioxidante foi
avaliada pelo teste do DPPH. Para a atividade antitumoral, foi realizado teste de
viabilidade celular utlizando o método do MTT em linhagens de céncer gastrico
(ACP02, ACP03 e AGPO01) e linhagens normais (VERO e MNO1). Também foram
realizadas zimografia em gel para avaliar a atividade de MMP-2 e MMP-9. Os dados
obtidos foram analisados no programa Graph Pad Prism versdo 8.0. Os testes
utilizados foram analise de variancia (ANOVA) e Test t Student, sendo considerado
significante p<0,05. As placas derivatizadas da cromatografia de camada delgada
mostraram a presenga de terpenos, flavonoides, compostos fendlicos e auséncia de
cumarinas e alcaloides. Os extratos mostraram possuir capacidade antioxidante
através do ensaio do DPPH. No teste de viabilidade celular os extratos
apresentaram uma alta poténcia frente as linhagens tumorais gastricas e nao
afetando a linhagem normal. Além disso o extrato da folha diminuiu a atividade
MMP-2 e MMP-9 em gel. Os extratos possuem terpenos, flavondides e compostos
fendlicos que possuem atividade antioxidante de 82% comparado com o padréao e
antitumoral contra as linhagens gastricas ACP03 e AGPO01, com potencial de

isolamento de compostos de interesses farmacologicos.

Palavras-chave: Cancer gastrico; MMP-2; MMP-9; eugenia; planta da Amazonia.



ABSTRACT

REIS, H.S. Antitumoral activity in gastric cancer cells and antioxidant activity
of Eugenia patrisii vahl extracts. Master's Dissertation, Postgraduate Program in
Pharmaceutical Sciences, Federal University of Para, Belém, 2020.

Several antineoplastic drugs are natural origin or from derived compounds and plants
are one of the primary sources of substances for this sort of drugs. Studies with
Myrtaceae family plants, demonstrated several effects such as anticancer and
antioxidant. A plant in this family that may have biological activities is Eugenia patrisii
Vahl, popularly known as Ubaia-rubi-da-amazénia, a plant native to the Amazon
Region. Therefore, the work objective was to evaluate the antitumor and antioxidant
activity of hydroalcoholic extracts of the leaf and stem of the E. patrisii species. The
chemical profile of the extracts was done using thin layer chromatography. The
antioxidant activity was assessed by the DPPH test. For antitumor activity, a cell
viability test was performed using the MTT method on gastric cancer lines (ACPO02,
ACPO03 and AGPO01) and normal lines (VERO and MNO1). Gel zymography was also
performed to assess the activity of MMP-2 and MMP-9. The data obtained were
analyzed using the Graph Pad Prism program version 8.0. The tests used were
variance analysis (ANOVA) and Test t Student, with p <0.05 being considered
significant. The plates derived from thin layer chromatography showed presence of
terpenes, flavonoids, phenolic compounds and absence of coumarins and alkaloids.
The extracts were shown to have antioxidant capacity through the DPPH assay. In
the cell viability test, the extracts showed a high potency against gastric tumor lines
and did not affect the normal line. In addition, the leaf extract decreased MMP-2 and
MMP-9 activity in gel. The extracts have terpenes, flavonoids and phenolic
compounds that have an antioxidant activity of 82% compared to the standard and
antitumor against gastric lines ACP03 and AGP01 with the potential to isolate

compounds of pharmacological interest.

Keywords: Gastric cancer; MMP-2; MMP-9; eugenia; amazon plant.
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1 INTRODUGAO

O céancer € um conjunto de doengas causadas por disfungdes genéticas onde
genes mutados com erros nos processos bioquimicos provocam a proliferagao
desordenada de células (Snustad & Simons, 2017). O céncer € a segunda principal
causa de morte no mundo, ficando somente atras das doengas cardiovasculares
(OMS, 2018) e foi responsavel por 9,6 milhdes de obitos em 2018. Dentre os
canceres com maior taxa de mortalidade estdo os de pulméo (1,76 milhdo de
mortes), colorretal (862 mil mortes) e estémago (783 mil mortes) (OPAS, 2018). As
principais intervengbes no tratamento de cancer sdo a cirurgia, quimioterapia
utilizando farmacos e radioterapia. A quimioterapia apresenta muitos efeitos
adversos aos pacientes, principalmente devido a inespecificidade das drogas.
Também é visto que algumas drogas mostram ndo agir da mesma forma nos
pacientes e além disso os canceres podem desenvolver resisténcia aos farmacos,

por esses motivos a descoberta de novas drogas € essencial (Saeed et al., 2015).

A busca por compostos que tenham alta especifidade na morte de células
tumorais é o objeto de varios estudos atuais. Diversas drogas antineoplasicas sé&o
de origem natural ou de compostos derivados. O reino vegetal € uma das fontes
primarias de substéncias para farmacos (Costa-lotufo et al.; 2010). Medicamentos
como Vimblastina, Podofilotoxina, Camptotecina e Paclitaxel foram todos isolados de
plantas e sdo usados para o tratamento quimioterapico de canceres como os de
testiculo, pulmao, ovario, colon e cancer de mama, comprovando a importancia
desses metabdlitos no combate dessas neoplasias (Costa-lotufo et al., 2010; Rocha,
2013; Montanari et al., 2001).

Diversas plantas brasileiras demonstram potencial para numerosas
aplicagdes biologicas a partir de seus derivados. Estudos com vegetais da familia
Myrtaceae, demonstraram diversas atividades como anticancer, antioxidante, anti-
helminticos (De Araujo et al., 2019). A Ubaia-rubi-da-amazbnia (Eugenia patrisii
Vahl) é uma planta nativa da Amazdnia pertencente a essa familia que apresenta
potencial para atividades biolégicas baseado em outros estudos (Da Silva et al.,
2017; Silva et al; 2007). Portanto o objetivo deste trabalho sera avaliar a atividade
antitumoral e antioxidante do extrato hidroalcodlico da espécie E. patrisii.



1.1 CANCER

1.1.1 Conceito

O cancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencgas. Nelas as
células cancerosas sao definidas por duas propriedades hereditarias: reproduzem-se
desobedecendo aos limites normais da divisdo celular e, invadem e colonizam
regides normalmente destinadas a outras células (Albert et al., 2010). Segundo
dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), essas doengas sao responsaveis
por uma em cada seis mortes no mundo. A taxa de mortalidade em paises de baixa
e média renda ¢ alta, sendo aproximadamente 70% de todas as mortes do mundo,
provavelmente devido a descoberta tardia da doenga, quando em geral encontra-se
em metastase, inviabilizando a cura. (OPAS, 2018)

O aparecimento do céncer é bastante distinto podendo ser causado por
agentes fisicos (radiagdo ultravioleta), quimicos (tabagismo e alcoolismo) e
bioldgicos (infecgbes por virus, bactérias ou parasitos), além dos fatores
hereditarios. Contudo, somente 5 a 10% dos canceres sio resultantes de problemas
genéticos hereditarios (Anand et al., 2008). Alguns fatores como alto indice de
massa corporal, baixo consumo de frutas e vegetais, falta de atividade fisica e uso
de alcool e tabaco, e a idade sao os principais fatores de risco para o
desenvolvimento da doenca (OPAS, 2018). O envelhecimento € tido como um dos
principais fatores para o desenvolvimento do céncer, ele aumenta drasticamente as
chances de aparecimento da doenca, principalmente porque os mecanismos de
reparacao celular ndo s&o tao eficazes como nos individuos jovens (OPAS, 2018).
Além disso, € necessario um microambiente com determindas condigcdes como a
autoproliferacdo descontrolada, defeitos nos genes reguladores da diviséo celular,
defeitos nas vias de morte celular, angiogénese e manutencdo de vascularizagao
além da dispersao das células para outros tecidos para que o cancer o apareca e se
espalhe para outros tecidos (Rakoff-nahoum, 2006).



1.1.2 Quadro do cancer na atualidade

A incidéncia e morte por cancer no mundo vem aumentando seguindo o
aumento populacional. Somente em 2018 houve 9,6 milhdes de mortes, sendo
responsavel por aproximadamente 20% de oObitos no mundo todo (OPS/OMS). As
taxas de incidéncia e de mortalidade do cancer diferem consideravelmente, por
exemplo, considerando todas as idades e ambos os sexos o0s cinco canceres mais
frequentes sdo os de pulméao (11,6%), mama (11,6%), colorretal (10,2%), prostata
(7,1%), estbmago (5,7%) mas quando se considera as taxas de mortalidade os
dados apresentam diferengas: pulméo (18,4%), colorretal (9,2%), estbmago (8,2%),
figado (8,2%), mama (6,6%), onde destacam-se o cancer de estbmago como o
terceiro causador de mortes e o quinto em incidéncia (Figura 1) (OMS/Globocan,
2018).

Pulmao
093 876 (11.6%)

Pulmao
1761 007 (18.4%)

Mama
2088 849 (11.6%) Outros

céanceres
Colorretal
1849 518 (10.29)
Prostata
1276 106 (7.1%)

3781 406 (39.6%)
Estéomago Pancreas
1033 701 (5.7%) 432 242 (4.5%)

Eséfago Figado Esofago

Mama
572 034 (3.2%) 841 080 (4.7%) 508 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)

Outros
canceres

8323 793 (46%) Colorretal

880 792 (9.2%)

Estomago
782 685 (8.2%)

Figado
781 631 (8.2%)

Total : 18 078 957 o Total : 9 555 027 e

Figura 1. Nimero mundias estimados em 2018 para novos casos (A) e morte (B) incluindo todos os

canceres, sexo e idades. Fonte: OMS/Globocan, 2018.

Alguns canceres no Brasil possuem a taxa de mortalidade quase equivalente
a sua indicéncia, como os de figado, estbmago e pancreas, o que siginfica que a
grande maioria das pessoas diagnosticadas com esses tipos de cancer dificiimente
sobreviverdo ou terdo tempo de sobrevida reduzido (OMS/Globocan 2018, INCA
2019).



10

Os registros de casos de canceres séo diferentes para cada regido do mundo
e também em cada regido do pais. Na regido norte por exemplo, o segundo cancer
mais frequentes entre os homens é o de estdmago, quando comparado a meédia
nacional, este sobe de 4° para o 2° com maior incidéncia (Figura 2), sendo assim um

cancer muito estudado por pesquisadores da regiao.

A. Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por sexo no Brasil, exceto pele ndo melanoma*®

Prostata 65.840 29,2% Mama feminina 66.280 29,7%
Célon e Reto 20540 9,1% Homens Mulheres Colone Reto 20470  9,2%
Traqueia, Brénquio e Pulmao 17.760 7.9% Colo do utero 16.710 7,5%
Estomago 13.360 5,9% Traqueia, Bronquio e Pulmao 12.440 5,6%
Cavidade Oral 11.200 5,0% Glandula Tireoide 11.950 5,4%
Eséfago 8.690 3,9% Estébmago 7.870 3,5%
Bexiga 7.590 3,4% Ovério 6.650 3,0%
Linfoma ndo Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do utero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma n&o Hodgkin 5.450 2,4%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema Nervoso Central 5230 2,3%

* Numeros arredondados para muiltiplos de 10

B. Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por sexo na Regido Norte, exceto pele ndo melanoma*

Prostata 2770 28,6% Colo do utero 2.060 21,6%
Estémago 1110 11,4% Homens Mulheres Mama feminina 1970 21,0%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 870 9,0% Colon e Reto 590 6,3%
Cdlon e Reto 510 5,3% Traqueia, Bronquio e Pulmao 590 6,3%
Leucemias 410  4.2% Estébmago 550 5,9%
Cavidade Oral 360 3,7% Leucemias 320 3,4%
Sistema Nervoso Central 300 3,1% Sistema Nervoso Central 280 3,0%
Esoéfago 250 2,6% Ovario 310 3,3%
Laringe 240 2,5% Glandula Tireoide 260 2,8%
Linfoma ndo Hodgkin 210  22% Corpo do utero 230 24%

Figura 2. Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados de 2020 por
sexo, exceto pele ndo melanoma®. 3A: Brasil, 3B: Regiao Norte. Fonte: INCA, 2019.

Para os anos do triénio 2020-2022, estimou-se 13.360 novos casos de cancer
de estdbmago entre os homens, com 12,81 casos a cada 100 mil homens. Para as
mulheres os numeros sdo relativamente mais baixos com 7.870 novos casos e um
risco estimado de 7,34 para cada 100 mil mulheres (INCA, 2019).
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1.1.3 Cancer Gastrico

1.1.3.1 Tipos de cancer gastrico (intestinal e difuso)

O cancer gastrico possui diversos tipos como o0s adenocarcinomas,
sarcomas, linfomas e outros padrdes de tumores, cada um com potencial evolutivo e
tratamento diferente. O adenocarcinoma € o tipo histopatolégico mais comum do
cancer gastrico sendo responsavel por 95% dos casos de neoplasias malignas. Ele
esta subdividido em dois tipos: : o difuso de Lauren e o intestinal (Instituto Nacional
do Cancer, 2019).

O adenocarcinoma gastrico do tipo difuso tem como caracteristica grande
poder invasivo, crescimento nas submucosas, metastases precoces e se originam
na mucosa gastrica normal. Mulheres jovens com tipo sanguineo A sao as mais
acometidas por este tipo de adenocarcinoma, e ele também esta associado a um
pior prognostico. Este tipo € composto por aglomerados solitarios ou pequenos de
células sem formacgao de glandulas (Lauren, 1965; Sitarz et al, 2018).

O adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal esta associado a gastrite atrofica
crénica e metaplasia intestinal. E um tumor glandular, semelhante ao carcinoma de
célon, entretanto mais diferenciado, acometendo mais os homens, principalmente
aqueles com idade avancada e evolui geralmente de lesdes pré-malignas. (Lauren,
1965; Ministério da Saude, 2018; Sitarz et al, 2018).

Na Amazobnia, a literatura descreve a caracterizagdo citogenética de trés
linhagens de adenocarcinoma gastrico de ambos os tipos: AGP01, ACP02 e ACPO03.
A linhagem AGPO1 foi estabelecida a partir de células cancerigenas do liquido
ascético, classificada como do tipo intestinal. As outras duas linhagens foram
estabelecidas de adenocarcinoma primario, sendo a ACP02 classificada como tipo
difuso e a ACP03 como tipo intestinal (Leal et al., 2009).
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1.1.3.2 Fatores de risco

No Para, segundo maior estado do norte e do Brasil, um estudo relacionou a
culinaria local a ocorréncias de cancer gastrico pelo consumo excessivo de amido,
alimentos com temperaturas muito elevadas, mal conservados ou com excesso de
sal, relacionados a auséncia de refrigeracdo. Elementos na cultura alimentar como o
charque, o peixe e o camarao salgado contribuem para essas estatisticas, sendo a

dieta portanto um dos fatores de risco da doenga (Resende et al., 2006).

Contudo diversos outros fatores estdo relacionados ao desenvolvimento do
cancer gastrico. A infecgdo do estbmago pela bactéria Helicobacter pylori (H. pylori)
€ uma das principais causas do aparecimento dessa doenca. Infeccgdes crénicas
induzem inflamagdo (gastrite atrdfica cronica) e lesdes pré-cancerosas no
revestimento interno do estébmago. Outros fatores como idade, género, tabagismo,
consumo execessivo de alcool, obesidade, anemia perniciosa, sangue tipo A,
mutagdes nos genes BRCA1 e BRCAZ2, pdlipos, infeccdo por virus Epstein-Barr,
exposi¢cao ocupacional, situagdo socieconémica da regido, educacao dentre outros
também tem papel no desenvolvimento da neoplasia maligna. (Alicandro et al., 2017;
American Cancer Society, 2016; Diaconu et al., 2017; Reques et al., 2014; Stewart,
2014).
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1.2 ASPECTOS BIOQUIMICOS RELACIONADOS AO CANCER GASTRICO

1.2.1 Metaloproteinases de Matriz (MMPs)

As MMPs sao endopeptidases dependentes de zinco conhecidas por sua
capacidade de clivar um ou varios constituintes da Matriz extracelular (MEC), bem
como proteinas ndo-matrizes. Elas compreendem uma grande familia de proteases
que compartilham estruturas comuns e elementos funcionais. S&o produtos de
diferentes genes e s&o essenciais para um funcionamento normal do organismos,
mas quando entram em desequilibrio podem ser altamente prejudiciais (Chambers &
Matrisin, 1997)

Entre as enzimas proteoliticas potencialmente associadas a invas&o tumoral,
os membros da familia das MMPs alcangaram uma importancia notavel devido a sua
capacidade de clivar componentes da MEC e das membranas basais, permitindo
assim que as células cancerigenas penetrem e se infiltrem na matriz estromal

subjacente (Rodylova et al., 2008)

A capacidade das células cancerigenas de invadir outros tecidos e se
espalhar para 6rgaos distantes € uma caracteristica frequentemente fatal de tumores
malignos. As enzimas proteoliticas desempenham um papel fundamental na
progresséo do cancer, fornecendo acesso as células tumorais para os sistemas
vasculares e linfaticos, que apdiam o crescimento do tumor e constituem uma via de

escape para maior disseminacao (Nabeshina et al, 2002; Woessner et al.; 2000).
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Ambiente gastrico normal Ambiente do cancer gastrico

MMP-2 @9 MMP%
(" ¢ Metaloproteinases (MMPs) D Sinalizagao de integrina
Receptor tirosina quinase (RTK) Colageno Col | ‘ |
‘ Heterodimeros de integrina \6 Fibronectina e laminina € \\\

MMP-9 %\ |
&\ : Col IV
Lam y2 ?

Figura 3. Imagem representativa das principais alteragdes de MEC-integrina em células de cancer
gastrico. A cmposigdo da MEC, bem como a expressao e sinalizagdo da integrina, sdo distintas em
contextos normais e em contextos de cancer gastrico. Participantes relevantes para a carcinogénese
gastrica sdo descritos para ilustrar caracteristicas aberrantes. Resumidamente, durante o
desenvolvimento do cancer gastrico, a expressdo de alguns heterodimeros de integrina é perdida
(a6p4), enquanto a de outros é aumentada (a2B1, a5B1 e av36). Além disso, o0 aumento da atividade
de varias MMPs (MMP-2, MMP-7 e MMP-9) esta associado a invaséo de células cancerosas. Niveis
aumentados de colagenos (Col | e Col IV) e laminina y2 também fazem parte de uma assinatura

especifica de MEC de cancer gastrico). Fonte: Moreira, 2020.

No cancer gastrico as gelatinases MMP-2 e MMP-9 estdo mais expressas
em pacientes com Helicbacter pylori e estdo associadas também a um pior
prognostico. Estudos demonstraram que as células cancerosas gastricas infectadas
por H. pylori aumentam a atividade de MMP-2, MMP-9 e MMP-10 por meio de vias
de sinalizagao dependentes de c-Met e EGFR, induzindo remodelamento da ECM e
invasao celular (Costa et al., 2016, Oliveira et al., 2006).

A MMP-9 é amplamente relatada no cancer gastrico e diversos estudos
corroboram o seu envolvimento na carcinogénese gastrica. Um estudo mostrou que
a marcagao de MMP-9 é mais evidenciada em tecidos de carcinomas gastricos do
que em tecidos adjacentes saudaveis (Chen et al., 2015). Também foi verificado que
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os niveis de MMP-9 foram significativamente mais elevados em soro de pacientes
com cancer gastrico quando comparados com pessoas sadias. Alguns estudos de
meta-analise (Chen et al., 2014; Shen et al., 2014) mostraram que a superexpressao
de MMPs, principalmente a MMP-2, MMP-7 e MMP-9, estavam associadas a um
pior prognostico em pacientes com céncer gastrico. (Lee et al., 2008; Soleyman et
al., 2014). A MMP-2 também esta relacionada ao desprendimento de células
cancerosas da parede gastrica (McDonnell et al., 1991), assim como a profundidade
da invasdo, metastases em linfonodos e metastases distantes do cancer gastrico
(Monig et al., 2001).

Apesar do céncer gastrico tipo difuso ter maior poder invasivo, os niveis de
MMP-2 e MMP-9 possuem maior frequéncia no cancer gastrico do tipo intestinal
(Hartgrink et al., 2009), o que tras novas perspectivas de estudos para entender
essa dindmica. A associagdo de MMPs com metastase de cancer despertou
consideravel interesse, pois representam um alvo atraente para o desenvolvimento
de novos farmacos antimetastaticos destinados a inibir a atividade de MMP (Overall
& Lopes, 2002;).

1.2.2 Espécies reativas do oxigénio (ERO)

A oxidagao é parte fundamental da vida aerdbica e do metabolismo celular,
produzindo radicais livres de forma natural ou por uma disfungédo bioldgica. Esses
radicais livres cujo eletron desemparelhado encontra-se centrado nos atomos de
oxigénio sdo denominados de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Barreiros et al.,
2006). No organismo, estdo envolvidos em diversos procesos bioldégicos como na
producdo de energia, fagocitose, regulagdo do crescimento celular, sinalizagao
intercelular, imunidade e defesa celular, entretanto, quando em excesso apresentam
efeitos prejudiciais, como a peroxidagado dos lipidios de membrana, agressao as
proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas, aos carboidratos e ao DNA
(Barreiros et al., 2006; Oliveira & Schoffen, 2010).

A producdo de ERO esta elevada nas lesbes teciduais causadas por
traumas, infecgbes, parasitas, radiagdes, hipOxia, toxinas e exercicios extremos,

devido a um conjunto de processos como o aumento de enzimas envolvidas na
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formagdo de radicais, a ativacdo da fagocitose, liberagdo de ferro e cobre ou
interrupgcdo da cadeia transportadora de elétrons (Rock et al., 1996). Dessa forma,
encontram-se relacionados com diversas patologias em humanos, como artrite,
choque hemorragico, doengas do coragdo, catarata, disfungdes cognitivas, AIDS e
cancér. (Barreiros et al., 2006; Oliveira & Schoffen, 2010).

Estresse oxidativo € o termo usado quando ocorre um desequilibrio entre o
aumento da formagao das espécies reativas de oxigénio (ERO) e/ou a diminui¢ao
de sua inativagédo por sistemas antioxidantes enddégenos (BARBOSA, K. et al.,
2010). A geracdo das ERO acontece durante processos de oxidagao biolégica em
que sado produzidos de maneira controlada em condigdes fisioldégicas, como por
exemplo, na respiracao celular acoplada a fosforilagdo oxidativa para a formacéao
de adenosina trifosfato (ATP) na mitocondria (TOUYZ et al., 2019).

As ERO fazem a mediac&o de diversos oncogenes envolvidos em processos
inflamatorios, nas transformagdes malignas das células, na morte celular,
proliferagcéo, invaséo, formacédo de vasos e metastase. Dentre os mecanismos que
promovem O processo carcinogénico, temos a peroxidacdo lipidica, que causa
alteragdes na permeabilidade seletiva e estrutura da membrana devido ao ataque de
ERO a membrana celular (Cerchiaro & Hondrio, 2011). Além disso a formagéo de
ERO faz com que os fatores de riscos do cancér se relacionem com as células
através de fatores de transcricdo NF-kB (factor nuclear kappa B), proteinas (AP-1),
Fator Induzivel por Hipdxia 1 alfa (HIF-1a), transdutores de sinais e ativadores de
transcricdo 3 (STAT3), além de outros que sdo essenciais para o aparecimento da

célula mutante. (Gupta et al.; 2012).

Os estresse oxidativo pode ser diminuido através da agdo de antioxidantes.
Essas moléculas conseguem convertem as ERO em espécies menos reativas,
melhorando o balango delas e consequentemente diminuindo o estresse oxidativo
(Cominetti et al., 2011). Antioxidante é definido como a substancia que, quando
comparada ao substratos oxidavel, estd presente em baixas concentracbes e
consegue inibir ou atrasar a oxidagcédo do substrato de maneira eficiente (Diplock et
al., 1998).
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As substancias com maiores atividades antioxidantes sdo os compostos
fendlicos, com destaque para as vitaminas A, E e C, que sdo de origem naturais e
sdo encontradas facilmente em frutas e outros vegetais. Aléem dos flavanadides,
carotenos e outras moléculas que atuam no sequestro de radicais livres, sendo
indispensaveis para o funcionamento do organismo (Novaes et al., 2014). Os seres
vivos produzem naturalmente antioxidantes que sdo de extrema importancia para o
organismo para proteger contra agdes oxidativas e também contra radicais livres.

(Diplock e colaboradores, 1998).

Animais e vegetais sdo os principais objetos de pesquisas na buscas de
compostos antioxidantes (Rocha, 2013) e numerosos antioxidantes naturais foram
isoladoa de diferentes tipos vegetais como cereais, frutas, folhas, raizes, temperos,
ervas aromaticas, entre outras (Jayakumar, 2009). Os produtos naturais possuem
uma grande quatidade de fitoquimicos e compostos fendlicos que estdo associadas
a baixa frequéncia da cancer, principalmente devido a uma efetiva acdo aos
processos oxidativos (Yildrin, 2001). Por esse motivo a descobertas de substéncias
que apresentem atividade antioxidante podem contribuir para uma intervencao

terapéutica em diversas doengas como o cancer.
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1.3 PRODUTOS NATURAIS E COMBATE AO CANCER

O Brasil € detentor da maior diversidade genética vegetal do mundo, com
cerca de 55 mil espécies de plantas catalogadas (de um total estimado entre 350 a
550 mil), e conta com ampla tradigdo do uso das plantas medicinais vinculada ao
conhecimento popular transmitido entre geragdes. Apesar da riqueza da flora
brasileira, nos ultimos 20 anos, o numero de informagdes sobre plantas medicinais

tem crescido apenas 8% anualmente (Fonseca, 2012).

O reino vegetal € o que mais contribui para a descoberta de farmacos e dele
se retira muitas substéncias organicas ativas. O estudo de plantas tradicionalmente
usadas, sdo importante em dois pontos: um como pesquisa de drogas com potencial
quimioterapéutico, e outro para avaliar a toxicidade da planta, sendo uma medida de
segurancga para o uso popular (Arora et al., 2005).

Vellosa (2007) verificou que varias plantas sintetizam metabdlitos que podem
ser antioxidantes. Diferentes compostos antioxidantes presentes na dieta
desempenham importantes fungbes em retardar o desenvolvimento de doencgas
crénicas tais como doencgas cardiovasculares, cancer, reagdes inflamatoérias e Mal
de Alzheimer. Os compostos fendlicos provenientes do metabolismo secundario sdo
otimos agentes antioxidantes naturais (Atoui et al., 2005). Extratos de frutas, cereais
de diferentes vegetais, tém mostrado atividades antioxidantes. (Sun & Ho, 2005).

As plantas produzem produtos naturais que sédo substancias do metabolismo
secundario que podem pertecente a um unico tipo de organismo, ou a um pequeno
grupo de organismos geneticamente relacionados (Rocha, 2013). Frequentemente
sao constituidos por estruturas quimicas complexas e com uma orientagao espacial
bem definida. Os produtos naturais tem sido fonte de alimentos, fragréncias,
pigmentos, inseticidas, farmacos, entre outros e em termos gerais de medicamentos,

o reino vegetal é responsavel por mais de 25% dos farmacos comerciais.

Numerosos compostos naturais foram identificados a partir do conhecimento
etnofarmacoldgico de algumas plantas e animais, sendo a fitoterapia e a zooterapia
muitas vezes o ponto de partida para as pesquisas (Rocha, 2013). Diversos
farmacos que sdo utilizados atualmente no tratamento de diversos tipos de céncer

sao de origem vegetal, como podemos verificar no Quadro 01.
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ESPECIE FARMACO INDICACOES
Vimblastina
Catharanthus roseus Vincristina Leucemia linfoblastica aguda; cancer de testiculo;
Vindesina doenga de Hodking
Vinorelbina

Podofilotoxina
Teniposideo
Etoposideo

Podophyllum peltatum e
Podophyllum emodi

Cancer de pulmao, ovario e testiculo, leucemia
linfocitica aguda

Camptotecina
Topotecano
Irinotecano

Camptotheca acuminata Cancer de colon

Taxus brevifolia Paclitaxel Cancer de mama
Docetaxel

Quadro 01 — Produtos Naturais ou farmacos derivados de origem vegetal. Fonte: Montanari (2001),
Costa-Lotufo et al. (2010), Rocha (2013).

Apesar do consideravel arsenal de farmacos existente para o tratamento de
canceres e do sucesso terapéutico em varios esquemas de tratamentos, ainda se
busca composto mais eficientes. A maioria dos quimioterapicos usados na
terapéutica possuem capacidade de controlar a proliferacdo celular com baixa
especificidade (Almeida et al., 2005). Recentemente, foram identificados farmacos
com atividade em mecanismos metabdlicos especificos da célula tumoral. Também
vém sendo pesquisados, com sucesso, farmacos que inibem a neovascularizagao
tumoral, que induzem a rediferenciacdo celular ou que levem a célula tumoral a
apoptose (Costa-Lotufo et al., 2010). Com drogas que atuem de forma mais
especifica e direcionada a células de cancer, os efeitos adversos dos tratamentos
serdo diminuidos, visto que menos células saudaveis serdo impactadas. Por esse
motivo que as o reino vegetal ainda precisa ser mais explorado para descobertas de

produtos naturais para tratamentos mais eficientes.
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1.4 Eugenia patrisii Vahl (UBAIA)

A familia Myrtaceae, uma das mais importantes da flora brasileira, possui
representantes de grande interesse medicinal. Esta familia apresenta distribuigao
pantropical e subtropical, possui cerca de 130 géneros e 4000 espécies. No Brasil,
existem 23 géneros e aproximadamente 1000 espécies. E dividida em duas
subfamilias, Myrtoideae e Leptospermoideae (Paula et al. 2010). As plantas desta
familia sdo encontradas frequentemente nos bancos de areia da Amazdnia (Bastos,
1988). Dentre os diversos géneros da familia Myrtacea, um dos com a maior
diversidade de espécies € o género Eugenia. Neste género encontra-se plantas
como o jambo, a goiaba, a pitanga, a jabuticaba e a ubaia (Eugenia patrisii Vahl).

A ubaia é uma planta pouco conhecida, ainda permanece na categoria de
“fruta-do-mato”, pois ndo sao cultivadas e nem aparecem em feiras livres. Em geral
€ mais popular entre os colecionares de planta ornamentais, devido a sua folhagem
densa e verde e ramos jovens avermelhados. A E. patrisii Vahl esta distribuida pela
Amazénia, Guianas, Bolivia e Peru. E uma espécie. silvestre que tem por habitat
natural o subosque da mata ou da capoeira, onde ocorre de forma bastante dispersa
(Cavalcante, 1988).

Figura 4. Distribuicdo de E. patrisii Vahl na América do Sul, com aparecimentos no Brasil, Guianas,
Suriname, Venezuela, Colémbia, Equador, Peru e Bolivia. Fonte: Global Biodiversity Information

Facility
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A planta € um arbusto ou arvore com tamanho aproximado de 1 a 8 metros
de altura, as vezes podendo chegar até 15m, com o tronco delgado e a copa da
arvore nao muito densa. Ela apresenta folhas simples, opostas, elipticas, variaveis
de tamanho na mesma planta, de 4-12cm de comprimento por 2-7cm de largura,
agudo-acuminadas no apice, obtuso-arrendondas na base. O fruto da ubaia possui
um formato variando de arredondado para periforme com coloracdo avermelhada-
intensa, medindo cerca de 2,5 cm — 3,0 cm. A sua casca é muito brilhante e lisa, a

polpa também é vermelha sendo suculante, com 6timo sabor e aroma. E uma fruta

utilizada para preparagao de sucos, sorvetes e geléias. (Cavalcante, 1988; Rosario
et al.; E-jardim, 2008).

Figura 5. Imagens de um espécime de E. patrisii mostrando as folhas, caules e frutos. (A) Arvore
com 3 metros de altura, com detalhes nas folhas e caules; (B) Destaque do fruto retirado da arvore
com seccao lateral com a planta ao fundo; (C) Destaque nas frutas e nas folhas de E. patrisii. Fonte:
Madame das frutas (2019) e Giacon (2017).
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Espécies da familia Myrtaceae destacam-se como ricas fontes de Odleos
essenciais com importantes atividades biologicas como antifungicas, antibacteriana
e com grande potencial antioxidante (Carneiro et al., 2017; Dos Santos et al., 2018;
Salvador et al., 2011). Estudos sobre a a composi¢cdo quimica e atividade bioldgica
do oleo essencial de Syzigium aromaticum L. Myrtaceae, mostrou que ela possui
fenilpropandides como carvacrol, timol, eugenol e cinamaldeido, além de atividades
antimicrobiana, antioxidante, antifungica e antiviral. O dleo essencial de cravo-da-
india também possui propriedades antiinflamatérias, citotoxicas, repelentes de
insetos e propriedades anestésicas (Chaieb et al., 2007). Outra planta da mesma
familia a Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) L.R. Landrum — Myrtaceae, apos
triagem fitoquimica foram identificados compostos fendlicos, taninos e flavondides
(Paula et al., 2008).

Pouquissimos estudos de atividades biologicas foram realizados com E.
patrisii. Os trabalhos encontrados na literatura em geral se referem ao éleo essencial
da planta, onde o0 mesmo mostrou serem citotdéxicos frente a linhagem celular de
cancer colorretal (HCT-116), assim como possuir atividade antioxidante (Da Silva et
al., 2017). Por outro lado, estudos com outras plantas da mesmo familia como a
Blepharocalyx salicifolius (infusdo das folhas), mostrou atividades antibacterianas
(contra Staphylococcus aureus e Echerichia coli), anti-inflamatorias, antinociceptivas,
antiespasmodicas e de transito intestinal (Limberger et al., 2001). Sendo assim, a
ubaia tem grande potencial em possuir compostos antioxidantes e antitumorais, visto
que diversas espécies dessa familia tém sido estudadas em relacdo aos seus
aspectos quimicos e farmacoldgicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a atividade antitumoral em linhagens gastricas e atividade antioxidante de
extratos hidroalcodlicos da espécie vegetal Eugenia patrisii Vahl.

2.2 ESPECIFICOS

- Obter extratos hidroalcoolicos da folha e do caule de Eugenia patrisii (Ubaia);

- Realizar a caracterizagao quimica dos extratos;

- Avaliar atividade citotoxica dos extratos etandlicos de E. patrisii em linhagens
tumorais gastricas primarias de AGP01 (ascite maligna), ACP02 (adenocarcinoma
tipo difuso) ACPO03 (adenocarcinoma tipo intestinal), normal de MNO1 e VERO

(células renais de macaco verde africano);

- Investigar a atividade antioxidante dos extratos hidroalcoolico da folha e do caule;

- Avaliar o potencial inibitério do extrato hidroalcodlico da folha sobre as MMPs 2 e 9.
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3 METODOLOGIA

3.1 OBTENGCAO DO MATERIAL

As amostras de folha e caule de E. patrisii Vahl foram coletadas em agosto de
2018, no horario de 15 as 18 horas em coleta unica, nas margens direito do Rio
Tocantins (5°18'35.6"S 49°07°02.6"W), no municipio de Maraba, regido sudeste do
Estado do Para. As partes boténicas foram retiradas de cinco espécimes diferentes
ao longo do cultivo. As folhas e caules foram acondicionados em sacos plasticos,
separadamente e levadas para o laboratério do Instituto Federal de Educacéo,
Ciéncia e Tecnologia do Para — Campus Maraba Rural, onde foram secos em estufa
com circulagdo de ar a temperatura de 40° C até atingir peso constante. Apés
desidratacido, o material seco foi triturado em liquidificador industrial e acondicionado
ao abrigo da luz e umidade. Espécimes foram enviados para especialistas para
identificacdo sistematica na Universidade Federal do Maranh&o onde sua exsicata
foi feita com o numero de 11.588 e encontra-se no Herbario do Maranhdo — MAR.

3.2 PREPARAGCAO DOS EXTRATOS

Os extratos hidrooalcodlicos da folha e caule foram obtidos por maceragao
(sem agitag&o), utilizando o material triturado e como solvente o etanol 70%. Pesou-
se 150g de cada uma das amostras botanicas e foram depositadas em béqueres
com 750ml do solvente extrator. O material permaneceu em contato com o solvente
por 48h. Apos esse periodo os extratos foram filtrados com auxilio de papel filtro.
Foram realizados trés extragbes de 48h de cada material. A seguir, os extratos
foram concentrados em rotaevaporador e congelados a -80°C no volume de 15 ml
em tubos falcon de 50ml. Por fim, os extatos foram liofilizados e estocados em forma
de p6 em frascos de penicilina cobertos com parafina plastica (Parafilm) a -80°C até
O uso nos ensaios. As concentragdes estudadas foram feitas conforme a

metodologia de cada teste realizado.
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3.3 PROSPECGAO FITOQUIMICA

Os perfis quimicos dos extratos de Eugenia patrisii Vahl foram obtidos em
sistema robotizado de cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia
(CCDAE), composto pelos modulos de aplicagédo Automatic TLC Sample 4 (ATS4) e
o fotodocumentac&o TLC Visualizer da marca CAMAG (Muttenz, Switzerland).

Para a analise, aliquotas de 50 ug/inéculo dos extratos de folha e caule de E.
patrisii foram aplicadas em cromatoplacas de silica gel Aluminio F-254 60 A da
SILICYCLE (Quebec, Canada) de dimensdes 5x10 cm juntamente com 0,2
Mg/inéculo do respectivo padrdo de classe de metabodlitos avaliada. As
cromatoplacas foram eluidas em cuba de vidro CAMAG (Muttenz, Switzerland) em
sistema isocratico com percurso cromatografico de 70 mm de diclorometano:metanol
(97:3) para avaliar a presenca de terpenos e acetato-de-etila:acetona:agua:acido-
férmico (80:10:5:5) para avaliar a presenca de flavonoides, compostos fendlicos,
cumarinas e alcaloides, assim como o potencial antioxidante por autografia ao

derivatizar a cromatoplaca com DPPH 0,6 mM (Wagner & Bladit, 2001).

ApOs eluidas, as cromatoplacas foram fotodocumentadas nos comprimentos
de onda de 254 nm, de 366 nm e de luz visivel, derivatizadas com reveladores
seletivos para cada classe de metabdlitos avaliados e novamente
fotodocumentadas. Para o tratamento das imagens utilizou-se o software WinCats
1.4.6. Dados sobre padrdes, reveladores e classes avaliadas, assim como as modo

de identificagao, estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros para identificacdo de classes de metabdlitos.

Padrao Classe Revelador / Seletivo Coloragao / Visualizagado
-amirina Terpeno VAS' Roxa / Visivel

Rutina Fendlico FBS* Marrom / Visivel

Rutina Flavonoide NP/PEG ° Amarelo-Verde/UV 366 nm
Esculina Cumarina Hidroxido de Potassio (KOH) 5% Azul / UV 366 nm

Brucina Alcaloide  Solugéo Dragendorff Laranja / Visivel

Legenda: 'VAS (Vanilina / Acido Sulfarico); °’FBS (Fast Blue B Salt); *NP/PEG (solugdo metendlica
com 1% de 2-aminoetil difenilborinato (p/v) + solugéo etandlica com 5% de polietilenoglicol (p/v).
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3.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (DPPH)

A atividade antioxidante do extrato foi avaliada a partir do método do DPPH.
(2,2-difenil-1-picril-hidrazil). O DPPH é um radical livre que em solugéo apresenta
coloragao purpura, que na presenga de moléculas que exibam atividade antioxidante
pode sofrer redugédo formando o difenil-picril-hidrazina de cor amarela (Vincentino &
Menezes, 2007). O produto da reagéo foi quantificado em espectrofotdmetro em um

comprimento de onda de aproximadamente 515 nm.

Primeiramente, foi feita uma curva de DPPH (6,25 a 400 pg/mL), objetivando
avaliar a mudanga colorimétrica que ocorre apds redugao do mesmo. Em seguida,
trés curvas foram feitas, duas com as amostras e outra utilizando um antioxidante
padrdo (trolox), todas nas concentracdes de 428 ug/mL para no final obter a
concentracdo da amostra e do padrao capaz de decrescer a absorbancia inicial do
DPPH a 400 pg/mL em 50% (IC50). As leituras foram realizadas em triplicata apos

30 minutos de incubagao a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

Os valores de absorbancia foram convertidos em porcentagem de Sequestro
de radical livre (SRL), a partir da equacgao:

% SRL: {[Abscontrole = (Absamostra'Absbranco)] X 100}/Abscontrole (1)

Onde Abscontrole € @ absorvancia inicial da solugdo de DPPH, AbSamostra € @
absorvancia da mistura (DPPH+extrato) e Abspanco € @ absorvancia apenas do

solvente utilizado (metanol).
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3.5 ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR (REDUGAO DE MTT)

O MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) (SIGMA) é
um sal tetrazolium que é convertido em cristais azuis de formazan insoluveis em
agua e soluveis em solventes organicos, apos clivagem por desidrogenases
mitocondriais. O produto obtido apds clivagem é impermeavel as membranas
celulares e acumula-se em células viaveis (Fotakis & Timbrell, 2006). Ao adicionar
dimetilsulfoxido (DMSO), estes cristais formazan s&o solubilizados, sendo o produto
final da reacgao lido por espectrofotometria.

A viabilidade das células tratadas com os extratos de Eugenia patrisii foram
determinadas através do ensaio do sal de tretazolio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-
2,5-difenil brometo de tetrazolina) que € convertido em cristais azuis de formazan.
Foram utilizados linhagens celulares tumorais gastricas humanas, AGPO01
(adenocarcinoma ascite maligna), ACP02 (adenocarcinoma gastrico tipo difuso),
ACPO03 (adenocarcinoma gastrico tipo intestinal), VERO (células renais de macaco
verde africano) e MNO1 (célula gastrica normal). Elas foram cultivadas em meio
DMEM suplementadas com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiéticos, mantidas

em incubadora a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO..

As células foram colocadas em placas de 96 pogos com densidade de 5 x 10°
células/pogo. Apds 24 horas de incubagcdo com as células em confluéncia, elas
foram tratadas com os extratos nas concentragdes teste (1000; 500; 250; 125; 62,5;
31,25; 15,625 e 7,8125 pg/ml) e incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO; a
37°C em triplicata. As células de MNO1 foram tratadas com concentragbées menores
apos reavaliacdo dos proximos testes (400; 200; 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 pg/ml),
além disso foi usado um grupo controle positivo utilizando a droga antitumoral
doxorrubicina a 200 pug/ mL. O tratamento foi avaliado com a adigdo de 100 pL da
solugdo de MTT (sal de tetrazolium) a 1% e as placas foram incubadas por 3h. A
absorbancia foi lida, apos dissolugdo do precipitado em 100 yL de DMSO puro, em

espectrofotdbmetro de placa a 570nm.
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3.6 ATIVIDADE INIBITORIA SOBRE MMP-2 E MMP-9

Para avaliar a atividade de extratos de ubaia sobre a atividade de MMP-2 e
MMP-9 utilizou-se o ensaio de zimografia em gel contendo gelatina como substrato.
O zimograma foi preparado em gel de poliacrilamida a 10% contendo gelatina a
0,1%. Como fonte de MMP-2 e MMP-9 foi aplicado soro fetal bovino (SFB) a 1%. O
SFB foi aplicado em 3 pontos (canaletas) do gel. Apos eletroforese, os géis foram
submetidos a dois banhos de 30 min. com Triton X-100 (2% v/v, Sigma), para
remover o SDS do gel. Em seguida, os géis foram divididos em 3 partes. Uma parte
foi utilizada como controle e foi incubada em solugéo Tris (50 mmol/L) contendo
CaClz (10 mmol/L), pH 7,4 por 18h a 37°C para permitir a degradagao da gelatina
presentes nos geéis. As outras duas partes foram incubadas com os extratos de
Ubaia nas concentragdes de 6,25 e 50 yg/mL. Apds 18h, os géis foram colocados
em solugao corante [metanol (30% v/v), acido acético (10% v/v) e Coomassie Blue
(0,05%)] por 3h para corar de azul a gelatina presente no gel. As fotos dos géis
foram realizadas em scanner e a atividade da MMP-2 e MMP-9 incubadas com as
diferentes concentragbes dos extratos e o gel controle (sem extrato) foram

quantificados no programa Image J.

3.7 ANALISE DE DADOS

Os dados obtidos foram analisados no programa Graph Pad Prism verséo 5.0.
Os testes utilizados foram analise de variancia (ANOVA) e Test t Student, sendo
considerado significante p<0,05. No teste de MTT os dados foram analisados
segundo a média + erro padrdo da média (EPM) da porcentagem de inibicdo do

crescimento celular.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO POR CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA DE
ALTA EFICIENCIA (CCDAE)

As analises cromatograficas por CCDAE permitiram caracterizar os extratos
de folha e caule de E. patrisii quanto a sua complexidade e composi¢cao quimica. A
Figura 6 apresenta as cromatoplacas derivatizadas com os reveladores seletivos
para cada classe de metabdlito avaliada que, por comparagdo com padrdes (P),
possibilitou a identificacdo dessas classes na amostra dos extratos da folha (F) e do
caule (C).

Na cromatoplaca derivatizada com solu¢do de VAS (vanilina/acido sulfurico) é
possivel perceber a formagao de bandas roxas caracteristicas terpenos entre os Rfs
(fatores de retencao) 0,6 e 0,7 no extrato das folhas (F), tal como a do padréo de -
amirina (Figura 6A), que constatam a presenca dos mesmos no extrato. Entretanto
nao foi observado no extrato do caule (C). Do mesmo modo, foi possivel constatar a
presenca de flavonoides pelo aparecimento de bandas alaranjadas nos Rfs 0,5 e 0,6
(somente este ultimo no caule) quando derivatizada com NP/PEG (Figura 6B) e de
compostos fendlicos com alta polaridade pelo aparecimento de bandas alaranjadas-
vermelhas ao derivatizar com FBS (Fast Blue B Salt) (Figura 6C) em ambos os

extratos.

Nao foi possivel constatar a presenca de alcaldides e cumarinas nos
extratos. A presenca ou auséncia dos metabdlitos podem ser verificados na Tabela
2. Os extratos também apresentaram acentuado potencial antioxidante em testes
por autografia com DPPH (Figura 6D) constatado pelo aparecimento de bandas
amarelas indicando a neutralizagcdo do radical livre pelos compostos dos mesmos,
que pode ser justificada pela presenca de compostos fendlicos, como os

flavonoides, nos extratos.

E possivel observar nas cromatoplacas uma banda muito forte na base delas,
abaixo do Rf 0,1. Isso indica que os componentes que estdo na base interagiram
mais fortemente com a fase estacionaria (silica) do que com o a fase movel. Apesar
do sistema utilizado ser bastante forte ele ndo foi capaz de arrastar os compostos
pela cromatoplaca, indicando que ali ha presenca de substancias muito polares



30

como agucares e também outras substancias com alto grau de hidroxilagéo.
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Figura 6 - Cromatoplacas eluidas e derivatizadas com reveladores seletivos. (A) VAS para terpenos
com bandas roxas e Rfs entre 0,6 e 0,7; presente na folha e ausente no caule; (B) NP/PEG para
flavonoides com bandas alaranjadas no Rfs entre 0,5 e 0,6; presente na folha e no caule; (C) FBS
para compostos fendlicos com bandas alaranjadas-vermelhas; (D) DPPH para atividade antioxidante
por autografia, com bandas amareladas, indicando neutralizagdo de radicais livres e presenca de

compostos antioxidantes.. P: Padrao, F: Extrato da folha, C: Extrato do caule.

Tabela 2. Resultado do perfil quimico obtido por CCDAE.

Classe de metabdélito Resultado
Terpenos +
Flavonoides +
Compostos Fenodlicos +
Cumarinas _
Alcaloides

Legenda: (+) presente; (-) ausente.
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Diversas drogas utilizadas no tratamento do cancer hoje s&o derivadas de
plantas. As classes de compostos fendlicos, terpenos e flavandides encontrados no
extrato sdo percussores de uma infinidade delas. Os terpenos tem como exemplos o
paclitaxel e docetaxel que sao triterpenos poliidroxilado extraido de Taxus brevifolia.
Sao substancias eficientes, onde em concetracdes nanos molares destréi as células
de cancer de mama e de ovario (Souza, 2004). Eles atuam através de um
mecanismos citotoxico, onde promovem a polimerizacdo da tubulina e resulta no
bloqueio celular na fase G2/M e assim inibindo a proliferagdo celular (Ma & Wang,
2009).

Os flavondides sdo metabdlitos secundarios de plantas responsaveis por cor,
aroma e pelos processos antibacterianos, antivirais, antioxidantes, e anti-
inflamatorios. Na carcinogénese, os flavondides atuam em varias vias de transdugéo
de sinal e podem limitar/diminuir a proliferacdo celular, a produ¢cdo de novos vasos
sanguineos, a metastase e, também, aumentar a apoptose (Ravishankar et al.,
2013; Abotaleb et al., 2019). Maués e colaboradores (2019) identificaram flavanoides
de plantas da Amazénia que levaram a apoptose de células de C6 de gliomas
através da desregulagdo do potencial de membrana mitocondrial e da redugcédo da
fosforilagdo de AKT, mostrando que esses compostos sao de interesse

farmacologico.

Os compostos  fendlicos como flavondides, hidroxicinamatos,
hidroxibenzoatos, cumarinas, xantonas, chalconas, estilbenos, ligninas e lignanas
tém sido intensamente estudados por seus efeitos antitumorais, pré-apoptéticos e
antiangiogénicos (Carocho & Ferreira, 2013). O potencial antioxidante dos
compostos fenodlicos é de vital importancia no tratamento e prevengédo do cancer.
Esses compostos participam da formagdo de metabdlitos ativos que sao utilizados
no combate ao céncer, além de sensibilizarem as células cancerigenas aos
medicamento quimioterapicos, ou seja, faciltam a interagdo farmaco-celula,

aumentando o poder da droga (Jafari et al., 2014).

A composi¢ao quimica de Eugenia patrisii foi pouco relatado na literatura no
Oleo essecial das folhas e pequenos caules (Silva et al., 2017). A composicédo de
extratos de folhas, caules e frutos ainda nao foram determinados para essa espécie.
Por outro lado, diversos estudos no mesmo género (Eugenia) foram feitos,
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mostrando grande variedade de componentes com potencial terapéutico (Rummun
et al., 2019; Silva et al, 2017; Subarnas et al., 2012).

Silva e colaboradores (2017), estudaram a composi¢do quimica dos 6leos
essenciais de quatro espécies de Eugenia: Eugenia egensis, E. flavescens, E.
polystachya e E. patrisii, através de cromatografia gasosa e espectometria de
massas. Na Eugenia patrisii foram encontrados diversos compostos volateis, sendo
0s sesquiterpenos (terpenos) os mais abundantes, com aproximadamente 58% da
constituicido total do 6leo. Esses terpenos possuiam atividade antioxidante.

A analise de quinze espécies da amazobnia, entre elas a E. patrisii mostrou
qgue no extrato foliar tem compostos fendlicos e flavonoides, sendo avaliados através
do método colorimétrico de Folin-Ciocalteu e wusando o cromogénio p-
dimetilaminocinamaldeido respectivamente. (Silva et al., 2007). Essas classes de
matebdlitos sdo frenquemente procurados em prospeccgao fitoquimica por serem

compostos de interesse farmacoldgico com potencial anticancer e antioxidante.

No trabalho de Rummun e colaboradores (2019), a espécie Eugenia tinifolia
apresentou alto teor fendlico total, baixo teores de flavandides totais e baixo teor de
proantocianidina (polifendis), além de atividade antioxidante. As plantas do género
possuem diferentes niveis de flavondides, compostos fendlicos e outros, por isso a
analise fitoquimica das diferentes espécies é de extrema importancia para o

desenvolvimento de novos produtos.

Prochazkova e colaboradores (2011) mostraram que flavondides possuem
elevado potencial antioxidante devidos aos grupos fendis ligados a sua estrutura.
Isso permite que promovam a inibi¢do direta de radicais livres (reduzindo) tornando-
os estaveis. Além disso, podem ativar enzimas antioxidantes que inibem a acao
deletéria das ERO, além de agirem como quelantes metalicos. O resultado da
cromatografia confirmou a presenca de flavondides e compostos fendlicos em
abundancia nos extratos, principalmente na folha, com atividade antioxidante

confirmada pelo DPPH em cromatografia.
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4.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (DPPH)

Aléem da avaliacdo de atividade antioxidante pela cromatografia, também foi
realizado o método de sequestro do radical DPPH. Nesse sistema, foi utilizado o
Trolox (analogo da vitamina E) como antioxidante padrdo. Foram feitas diversas
curvas, uma com o DPPH (6,25 a 400 pg/mL) onde foi avaliado a mudanga
colorimétrica que ocorre apos redugdo do mesmo, uma curva com um composto
padrdo (trolox) e uma com o extrato da folha de E. patrisii. Os valores de
absorbancia foram convertidos em porcentagem de inibicdo de radical e estdo

representados graficamente na Figura 7B.
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Figura 7. Atividade antioxidante do extrato da folha de E. patrisii. (A) Curva padrdo de DPPH; (B)

Porcentagem da atividade antioxidante do extrato e do padrao.
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O extrato da folha de E. patrisii mostrou possuir uma grande atividade
antioxidante semelhente ao composto padrao. As curvas de inibicao de DPPH tem o
mesmo padrdao de comportamento, ou seja, ocorre aumento da porcentagem de
inibicdo conforme aumenta a concentracdo do extrato. O padrao teve uma IC50 a de
13,17 pg/mL enquanto o extrato da folha uma IC50 de 74,79 ug/mL. O nosso extrato
teve 82% de eficacia (p<0,05) quando comparado com o padrdo. Apesar do extrato
da folha possuir menor poténcia e eficacia do que o padrao ele ainda é considerado
um bom antioxidante com valores de IC50 semelhante a outros extratos como os de
Juca (Libidibia ferrea) com IC50 de 74,36 ug/mL (Azevedo et al., 2019) e maior que
de oleos essenciais de Eugenia uniflora (30,3-45,1%) (Figuereido et al., 2019).

Os sesquiterpenos encontrados em Oleos esséncias de E. patrisii mostraram
atividade antioxidante moderada nos testes de DPPH utilizando Trolox e BHA, com
atividade inibitéria de sequestro de 40,9% (Silva et al., 2017). O extrato
hidroalcodlico da folha em nosso trabalho através do teste do DPPH apresentou
uma atividade inibitéria maior que os 6leos esséncias (Silva et al., 2017). A utilizagéo
do solvente etanol 70% pode ter extraido uma maior quantidade de compotos
antioxidantes, assim justificando essa diferenca da atividade antioxidante do extrato
da folha e dos 6leos essénciais. Silva e colaboradores (2017), também encontraram
moderada atividade antioxidante através do ensaio TEAC para o extrato foliar de E.

patrisii.
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4.3 VIABILIDADE CELULAR (REDUCAO DE MTT)

Ambos os extratos testados mostraram atividade citotoxica frente todas as
linhagens tumorais testadas inibindo mais de 50% das células na linhagens ACPO03 e
AGPO01. As porcentagens de inibigdo da proliferagao celular estao representadas nos
graficos da Figura 6. Entre os extratos, o extrato foliar possui o maior potencial
antitumoral, com maior atividade nas linhagens ACP03 e AGP1 (Fig 6B e 6C), além
de ndo reduzir a viabilidade das células normais de VERO nas menores
concentragbes (7,81 a 62,5 ug/mL) (Fig 6D). Por outro lado, o extrato do caule
apesar de também aprensentar uma Otima atividade antitumoral, diminuiu
significativamente a viabilidade das células normais VERO em todas as
concentragdes (Fig 7D). A concentragéo inibitoria para 50% de resposta (IC50) nas
células normais foi de 320.1 uyg/mL e no extrato da folha de 528.1 pg/mL no extrato
do caule.

(A) (B) (C) (D)
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Figura 8. Viabilidade celular das linhagens de cancer ACP02, ACP03, AGP01 e normal VERO apds
72h de tratamento com extrato da folha de E. patrisii. (A) Viabilidade celular na linhagem ACPO02; (B)
Viabilidade celular na linhagem ACPO3 (C) Viabilidade celular na linhagem AGPO01; (D) Viabilidade
celular na linhagem VERO. Os dados foram expressos em média + erro padrio da média. * Diferenca

estatistica em relagdo ao grupo controle (p<0,05).



36

150 = 150 — 150 — 150 —
ACP02 ACPO3 AGPO01 VERO
S
)
S
@ 100 - 100
(3]
()]
T
1]
3
) - -
8 50 50
>
ES
([ 0
pg/mL Hg/mL ug/mL pg/mL
Extrato etandlico do caule Extrato etandlico do caule Extrato etandlico do caule Extrato etandlico do caule

Figura 9. Viabilidade celular das linhagens de cancer ACP02, ACP03, AGP01 e normal VERO apds
72h de tratamento com extrato do caule de E. patrisii. (A) Viabilidade celular na linhagem ACPO02. (B)
Viabilidade celular na linhagem ACPO03. (C) Viabilidade celular na linhagem AGPO1. (D) Viabilidade
celular na linhagem VERO. Os dados foram expressos em média + erro padrio da média. * Diferenca

estatistica em relagdo ao grupo controle (p<0,05).

Tabela 3. Valores de IC50 e Emax dos extratos de folha e caule de E. patrisii

IC50 (folha) IC50 (caule) Emax (folha) Emax (caule)
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
ACPO02 77,02 52,16 125-250 (87%) 125-250 (90%)
ACPO03 - - 62,5-125 (84%) 250-500 (81%)
AGPO01 - - 62,5-125 (82%) 125-250 (80%)
VERO 320,1 528,1 1000 (64%) 1000 (53%)

Legenda: IC50. Concentragédo inibitéria de 50% das células. Emax. Efeito maximo, concentracao na

qual o extrato possui maior inibicdo da viabilidade celular (%).

Com base nos valores de IC50 e Emax (Efeito maximo), conseguimos avaliar a
poténcia e a eficacia dos extratos respectivamente. Verificamos que os extratos
apresentam uma alta poténcia nas linhagens ACP03 e AGPO01, onde os extratos
inibiram a viabilidade de 50% das células, valores iguais de drogas conhecidas como
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a doxorrubicina (Azevedo, 2019) . Por outro lado, na linhagem normal as poténcias
foram bem mais baixas, com efeitos nas concentragdes de 320,1 e 528,1 yg/mL - na
folha e no caule — respectivamente. Esses dados mostram que a poténcia do extrato
€ maior nas linhagens cancerigenas do que na linhagem normal, além da eficacia,
onde em todas as linhagens de cancer a diminuicdo da viabilidade foi entre 80 e
90% e ja na linhagem normal entre 53 e 64 %. O fracionamento desses extratos
brutos pode aumentar a sua poténcia e eficacia, visto que podem ser testados em
menores concentragdes. Além disso também pode diminuir sua toxicidade, visto que
0os compostos que causam baixa da viabilidade celular das células normais podem
ser separados dos que tem efeito nas células do cancer gastrico.

Com a viabilidade menor que 50% nas linhagens ACP03 e AGP01 em ambos
os extratos (Fig 6B, 6C, 7B e 7C), nao foi possivel calcular a IC50 - logo sendo esta
menor que 7,81 pg/mL - dessa forma necessitando avaliar a viabilidade celular das
linhagens expostas aos extratos em tempos de tratamento de 24 ou 48h, para
determinar a IC50 usando as mesmas concentragdes ou entdo diminuir as
concentragbes testadas em 72h. Na linhagem ACPO02, os efeitos citotoxicos foram
demonstrados a partir da concentragdo de 62,5 e 31,25 pg/mL para os extrato da
folha e caule respectivamente até a maior concentragdo estudada. Apesar dos
extratos ndo diminuirem a viabilidade celular nas menores concentracbes como nas
outras linhagens, foi na ACP02 que foram mais eficazes, inibindo o crescimento
celular em torno de 87% na concentragdo de 125 yg/mL no extrato da folha e em
torno de 90% na concentragao de 250 ug/mL no extrato do caule.
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Figura 10. Viabilidade celular da linhagem géastrica normal MNO1 apds 24h, 48h e 72h de tratamento
com extrato da folha de E. patrisii. (A) Viabilidade celular na linhagem MNO1 em 24h de tratamento.
(B) Viabilidade celular na linhagem MNO1 em 48h de tratamento. (C) Viabilidade celular na linhagem
MNO1 em 72h de tratamento. CP. Controle positivo: doxirrubicina (200 pug/ mL). Os dados foram
expressos em média + erro padrio da média. Diferenga estatistica em relagcdo ao grupo controle

*(p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001), **** (p<0,0001).

A viabilidade da linhagem gastrica normal n&o apresentou diminuicdo
significativa quando comparada ao grupo controle em todos os tempos de
tratamento, exceto na concentracdo de 400 pg/mL. No tempo de tratamento de 72h
as concentragbes no intervalo de 6,25 a 50 pg/mL apresentaram aumento
significativo da viabilidade celular. Em todos os tratamentos, a MNO1 apresentou
diminuicdo da viabilidade celular no grupo controle positivo tratado com
doxorrubicina (p<0,0001). A IC50 para o grupo de 72h foi de 402,3, para o grupo de
48h foi de 418,4 e 1C50 superior a 500 pg/mL no grupo de 24h nas concentragdes

estudadas.

No trabalho de Da Silva e colaboradores (2017), onde testaram a
citotoxicidade de seis Oleos essenciais de Eugenia sp., a viabilidade nas linhagens
HCT116 (Cdlon) e MRCS (Fibroblasto humano) foi reduzida significativamente
quando tratadas com os 6leos de E. patrisii com IC50 de 16,4 yg/mL e 18,1 pg/mL,
respectivamente. Por outro lado nas linhagens AGPO1 (gastrico), SKMEL19
(Melanoma) ndo apresentaram nenhuma redugéo significativa da viabilidade celular,
com IC50 sendo maior que 25 pg/mL. Além disso, os Oleos essenciais das outras
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especies estudadas E. egensis, E. flavescens, E. polytachya também nao tiveram
reducdo significativa da viabilidade celular na linhagem AGPO1. Diferente do
encontrando em nosso trabalho onde o extrato da folha reduziu a viabilidade até na
menor concentragdo 7,81 pg/mL, indicando que os composto responsavel pela
diminuicdo da viabilidade das células de céncer gastrico possa ser diferente dos

encontrados nos 6leos ou até mesmo em maior quantidade em nosso extrato.

O extrato de Eugenia tinifolia apresentou citotoxicidade nas linhagens
celulares cancerigenas de FLO-1 (adenocarcinoma de es6fago), Hela
(adenocarcinoma cervical), HCT116 (carcinoma colorretal), e normal de FIBR
(fibroblasto) e RPE1 (pigmento de retina) com IC50 de 45,72, 35,26, 19,54 e 38,94
pg/mL, respectivamente. Além disso o extrato de E. tinifolia foi menos toxico que o
quimioterapico (etoposideo) nas células de cancer (Rummun et al. 2019). Assim
como no trabalho de Rummun et al. (2019), o extrato do caule de E. patrisii também
reduziu a viabilidade das células normais VERO, contudo, por se tratar de um
extrato bruto, suas fragdes ainda podem ser testadas para atividade antitumoral,
visto que a redugao das linhagens ACP03 e AGPO0O1 foram significantes e que as

fragbes podem possuir menos compostos que prejudicam a célula normal.

Um screening de extratos etandlicos de diversas plantas, incluindo a espécie
Eugenia aquea, foi feito através do ensaio do MTT na linhagem MCF7
(adenocarcinoma de mama) e mostrou que a espécie E. aquea possui efeito
antitumoral significante, com IC50 de 58 pg/mL. Apartir desses dados, o extrato
bruto foi fracionado e uma fracdo de n-hexano da E. aquea diminui mais ainda a
IC50 para 24 pg/mL, sendo portanto a fragdo muito mais eficaz na diminuigdo da
viabilidade celular do que o extrato bruto (Subarnas et al., 2012).
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4.4 ATIVIDADE INIBITORIA SOBRE MMP-2 E MMP-9 (ZIMOGRAFIA)

As atividades da MMP-2 e MMP-9 foram avaliadas por zimografia em gel
(figura 11A). Os géis foram incubados com extrato da folha de Eugenia patrisii Vahl
nas concentragdes de 6,25ug/ml e de 50ug/ml e a atividade gelanolitica da matriz
extracelular 2 e 9 foram comparadas ao controle incubada com Tris CaCl2. (figura
11B e 11C). O extrato diminui consideravelmente a atividade gelatinolitica da MMP-2
e MMP-9 na concentragdo de 50ug/ml (p<0,05). Apesar da concentragdo de
6,25ug/ml ndo ter tido diferenga significativa na inibicdo de ambas MMPs, essa
concentracio ainda diminiu a atividade da MMP-9. Podemos observar que a inibi¢ao
da MMP-9 (p<0,001) foi maior que a da MMP-2 (p<0,05) quando comparamos 0s
grupos tratados com 50ug/ml do extrato da folha de E. patrisii.
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Figura 11. Atividade inibitéria do extrato da folha de E. patrisii sobre a MMP-2 e MMP-9 em gel de
zimografia. (A) Figura representativa de zimograma mostrando: padrdo com as bandas de 130 kDA,
90 kDA, 72 kDA, grupo controle (Tris CaCly); grupo tratado com extrato da folha a 6,25ug/ml; grupo
tratado com extrato a 50ug/ml. (B) Grafico da atividade gelanolitica da MMP-9 (C) Grafico da
atividade da MMP-2. Os dados foram expressos em média * erro padrdo da média. Diferenca

estatistica em relagdo ao grupo controle * (p<0,05), *** (p<0,001).
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No cancer gastrico as MMP-2 e MMP-9 estdao mais expressas em pacientes
com Helicbacter pylori. A MMP-9 €& amplamente relatada no cancer gastrico e
diversos estudos corroboram o seu envolvimento na carcinogénese gastrica (Costa
et al., 2016, Oliveira et al., 2006). Essas MMPs induzem o remodelamento da ECM e
facilitam a invasdo de tecidos adjacentes causando metastases (Lee et al., 2008;
Soleyman et al., 2014).

A MMP-2 esta relacionada ao desprendimento de células cancerosas da
parede gastrica (McDonnell et al., 1991), assim como a profundidade da invaséo,
metastases em linfonodos e metastases distantes do cancer gastrico (Monig et al.,
2001). Alguns estudos de meta-analise (Chen et al., 2014; Shen et al., 2014)
mostraram que a superexpressdo de MMPs, principalmente a MMP-2, MMP-7 e
MMP-9, estdo associadas a um pior prognéstico em pacientes com cancer gastrico.

A dimuingéo das atividades das MMPs pode ser acontecido através de uma
atividade quelante sobre os ions zinco e calcio que sdo fundamentais para as
atividades das MMPs (NAGASE et al.,, 2006). Na técnica de zimografia em gel,
utiliza-se o tampéao triscloreto CaCl, 10 mmM no qual os extratos ficaram incubados
por 18 horas. Portanto se os extratos quelarem o calcio ou o zinco presente no sitio
catalitico das MMPs as atividades das mesma diminui, explicando os resultados
obtidos na zimografia. Uma limitagdo no nosso estudo foi que ndo avaliamos as
MMP-2 e MMP-9 e a migragéo celular nas células tumorais apés incubagdo com o
extrato da folha. Isso poderia nos mostrar se o extrato consegue inibir as MMPs e se

isso esta relacionado com a diminui¢do da migragao celular.

A producdo de MMPs também é estimulada por fatores como o estresse
oxidativo, que levam a sua regulagao positiva com subsequente remodelagdo da
MEC. Ainda, o estresse oxidativo induzido pelo desequilibrio entre a eliminagao e a
producdo de ERO tem efeito deletério na biologia vascular via ativagdo excessiva de
MMPs (Martinez et al. 2011). Compostos com atividades antioxidantes que
contribuam para o equilibrio de ERO e que diminuiam a atividade das MMPs sao
importantes para evitar o aparecimento do cancer e formagcdo de matastases. O
extrato da folha de E. patrisii mostrou possuir compostos que podem atuar nessas
vias por apresentar um otimo potencial antioxidante assim como diminuiu as
atividades das MMP-2 e MMP-9.
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos os extratos da folha e do caule de E.
patrisii Vahl possuem terpenos, flavonoides e composto fendlicos, com uma boa
capacidade antioxidante, com a folha apresentando maior atividadade antioxidante.
Ambos extratos mostraram possuir atividade antitumoral, visto que diminuiram a
viabilidade celular das linhagens gastricas AGP01, ACP02 e ACP03 ao mesmo
tempo em que o extrato da folha ndo diminuiu a viabilidade de células gastricas
normais (MNO1). Além disso, o extrato da folha também diminuiu a atividade das
MMP-2 e MMP-9 principais responsaveis por remodelamento da matriz extracelular
e por causar metastases nos processos carcinogénicos. Os extratos possuem
terpenos, flavonoides e outros compostos fendlicos com potencial para isolamento
de substancias que podem ser transformados em farmacos no combate ao cancer

gastrico.
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