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RESUMO

A utilizagdo da extracdo supercritica para a obtencdo de compostos
bioativos a partir das sementes da P. edulis f. flavicarpa Degener,
consideradas como residuos da industria agroalimentar, demonstrou ser
uma forma eficiente de usar estas sementes por recicla-las, além de ser
uma excelente alternativa a extragdo convencional (maceragdo
hidroalcodlica). Estudos prévios ja evidenciaram o potencial efeito
antitumoral da P. edulis f. flavicarpa Degener, contudo os provaveis
mecanismos de agdo responsaveis por tal efeito ndo estdo totalmente
elucidados. Neste contexto, o presente trabalho objetivou avaliar
comparativamente o potencial antitumoral dos extratos hidroalcoolico
(EtOH) e supercritico (300bar/40°C/CO,/5% etanol, ESC) da torta de
sementes da P. edulis f flavicarpa Degener, utilizando para isso
modelos in vitro (MCF-7), moleculares (CT-DNA e DNA plasmidial) e
in vivo (camundongos Balb/c inoculados com células do tumor ascitico
de Ehrlich - TAE). Para tanto, avaliou-se a citotoxicidade (MTT), a
interagdo com o CT-DNA (espectrofotometria UV-Vis e fluorescéncia),
a capacidade de induzir fragmentacdo ao DNA plasmidial, a capacidade
antiproliferativa (efeito sobre o ciclo celular), o efeito pré-apoptotico
(coloragdo com EtBr/LA), a atividade antitumoral in vivo (avaliagdes
morfologicas) e por fim, o efeito antiangiogénico in vivo (contagem dos
vasos). A citotoxicidade dos extratos foi avaliada sobre as células de
MCF-7 tratadas por 72h (10 a 500 pg/mL), no qual o ESC foi mais
citotoxico que o EtOH (Clsogsc = 291,07+16,15pg/mL; Clsopion =
320,63+1,15pug/mL). Ambos os extratos apresentaram compostos
intercalantes no CT-DNA (hipocromismo e reducdo da fluorescéncia do
EtBr) e causaram fragmentagdo simples do DNA plasmidial
(Fllgionsopgme = 59,81%; Fllgscsopgme = 87,30%). Nos ensaios in vivo,
ambos os extratos diminuiram o peso corporal dos animais € o volume
de liquido ascitico em decorréncia do aumento na proporg¢do de células
tumorais inviaveis. O que culminou no aumento da inibi¢do do
crescimento tumoral (EtOHZOOmg/kg/dia = 27,32:|:5,19% € ESC200mg/kg/dia =
48,45+7,19%) e a sobrevida dos animais tratados (ESCyyomgkgdia
aumentou em 12,0% a probabilidade dos animais estarem vivos em 30
dias; contra 17 dias de vida dos tratados com EtOHypomgiedia). A
coloracdo com EtBr/LA revelou que o provavel tipo de morte celular
induzida pelos tratamentos foi por apoptose, uma vez que as células
adquiriram uma coloragdo laranja, caracteristica de células apoptdticas
(EtOHZOOmg/kg/dia = 30,57% € ESCZOOmg/kg/dia = 48,22%) Ambos os
extratos apresentaram o efeito antiproliferativo por bloquear o ciclo



celular. No entanto, o ESC apresentou tal efeito mais pronunciado do
que o EtOH por induzir um atraso na fase G1 seguida de um bloqueio
do ciclo celular na fase G2. Por fim, ambos os extratos exibiram
atividade antiangiogénica in vivo, onde o ESC apresentou tal efeito mais
acentuado (ESCyoomgigdia = 90%). Os resultados obtidos demonstram
que ambos os extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener apresentaram
atividade citotdxica, antiproliferativa, pré-apoptotica e antitumoral tanto
in vitro com in vivo, mediado pelo bloqueio do ciclo celular em resposta
aos danos no DNA, com respectiva sinalizagdo de apoptose.
Adicionalmente, o efeito antiangiogénico contribuiu na atividade
antitumoral observada. Ressaltando-se que, o ESC apresentou o feito
antitumoral mais eficaz que o EtOH provavelmente devido a presenca
dos alcaloides B-carbolinicos, harmana e harmina. Concluindo-se que a
extragdo supercritica confere maior citotoxicidade e efeito antitumoral
aos extratos obtidos por essa técnica, por aumentar o poder de extragdo
de compostos com provavel atividade antitumoral.

Palavras-chave: Passiflora edulis f. flavicarpa Degener; Alcaloides [3-
carbolinicos; Atividade antitumoral; Fragmentagdo do DNA; Bloqueio
do ciclo celular; Apoptose.



ABSTRACT

The use of supercritical extraction to obtain bioactive compounds from
the seeds of P. edulis f. flavicarpa Degener, considered as waste of the
food industry, proved to be an efficient way to use these seeds by
recycling them. Besides being an excellent alternative to conventional
extraction (hydro-alcoholic maceration). Previous studies have
highlighted the potential antitumor effect of P. edulis f flavicarpa
Degener. However, the mechanisms of action responsible for this effect
are not fully elucidated. In this context, this study aimed to
comparatively evaluate the antitumor potential of hydro-alcoholic
(EtOH) and supercritical extract (300bar/40°C/CO,/5% ethanol, SFE) of
seed cake of P. edulis f. flavicarpa Degener. For this purpose was
conducted in vitro (MCF-7), molecular (CT-DNA and plasmid DNA)
and in vivo (Balb/c mice inoculated with Ehrlich ascites carcinoma cells
- EAC) models. Therefore, we assessed the cytotoxicity (MTT),
interaction with the CT-DNA (UV-Vis spectrophotometry and
fluorescence), ability to induce plasmid DNA fragmentation,
antiproliferative activity (effect on cell cycle), pro-apoptotic effect
(staining with EtBr/OA), antitumor activity in vivo (morphological
evaluation) and finally the antiangiogenic effect in vivo (microvessel
counting). The extracts cytotoxicity was determined on MCF-7 cells
treated for 72 hours (10 to 500 pg/mL), where ESC was more cytotoxic
than the EtOH (ICSOSFE = 291.07+16.1 5ug/mL, ICSOEtOH

320.63+1,15pg/mL). Both extracts showed intercalating compounds on
CT-DNA (hypochromism and fluorescence reduction of EtBr) and
caused fragmentation of plasmid DNA (single strand break,
Fllgonsopgme = 59.81%; Fllspesougmt = 87.30%). In the in vivo assays,
both extracts decreased the body weight of the animals and the volume
of ascites due to an increase in the proportion of unviable tumor cells.
What led to increased inhibition of tumor growth (EtOHxpomgkgday =
27.32+5.19% e SFExomgkgdsy = 48.45+7.19%) and survival of the
treated animals (ESCyoomg/kgiday increased in 12.0% the probability of
animals were alive at 30 days compared to 17 days of life those treated
with  EtOH)pomgig/iday). The staining with EtBr/OA revealed that
apoptosis was the type of cell death induced by treatments, since the
cells have acquired an orange color, characteristic of apoptotic cells
(EtOHZOOmg/kg/day = 30.57% e SFEZOOmg/kg/day = 48.22%). Both extracts
showed antiproliferative effect by blocking the cell cycle. However,
ESC has a more pronounced effect than the EtOH by inducing a delay in
the G1 phase followed by a block of the cellular cycle in the G2 phase.



Finally, both extracts exhibited antiangiogenic activity in vivo, where
ESC had a greater effect (SFE 0omgikgaay = 90.0%). Indeed, the results
showed that both extracts of P. edulis f. flavicarpa Degener showed
cytotoxic, antiproliferative, pro-apoptotic and antitumor activity in vitro
and in vivo, mediated by blocking the cell cycle in response to DNA
damage, with relative apoptosis signaling. Additionally, the
antiangiogenic effect has contributed to the observed antitumor effect.
Emphasizing that ESC had showed the most effective antitumor effect
than EtOH probably due to the presence of B-carboline alkaloids harman
and harmine. In conclusion, the supercritical extraction provides greater
cytotoxicity and antitumor effect to the extracts obtained by this
technique due to increased power of extraction of compounds with
possible antitumor activity.

Keywords: Passiflora edulis f. flavicarpa Degener; p-carboline
alkaloids; Antitumor activity; DNA fragmentation; Cell cycle arrest;
Apoptosis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer
1.1.1 Aspectos gerais: Conceitos e Epidemiologia

O céancer, bioquimicamente, ¢ considerado uma doenga celular
caracterizada por um descontrole e/ou desvio nos mecanismos de
controle do ciclo celular, diferenciacdo, proliferagdo e¢ morte celular,
levando a um desequilibrio entre os processos de proliferagdo e morte
celular, prevalecendo a proliferacdo. Assim, culminando numa divisao
celular descontrolada, perda total da fungdo celular diferenciada (células
menos especializadas) ¢ no surgimento de tumores, podendo ser
malignos (neoplasias) ou benignos (DE NEIRA, 2003; INCA 2014).

Do ponto de vista clinico, o cancer ¢ definido como um conjunto
de mais de cem doengas que tem em comum o crescimento desordenado
de células, que crescem para além dos seus limites usuais, invadindo os
tecidos e orgdos adjacentes, podendo alcangar vasos sanguineos ou
linfaticos e, através desses, disseminar-se, chegando a 6rgdos distantes
do local onde o tumor se iniciou. Este tltimo processo € referido como
metastase, sendo a principal causa de morte por cancer. Assim, a
progressdo dos tumores, em geral, segue uma sequéncia evolutiva:
crescimento local, metastase e obito (COZZI, 2003; INCA 2014; OMS
2014).

Ja faz um tempo que o cancer deixou de ser considerada
simplesmente como uma doenga de paises desenvolvidos e com grandes
recursos financeiros, passando a ser observada também em paises em
desenvolvimento, principalmente naqueles com poucos e médios
recursos financeiros (INCA 2014).

Assim, nas ultimas décadas, o cancer ganhou grande dimensao
epidemiolégica, tornando-se num tema fortemente discutido e
convertendo-se num evidente problema de satide publica mundial. A
Organizagdo Mundial da Saide (OMS, 2014) estimou que, até o ano
2030, ocorrera uma incidéncia de 27 milhdes de casos de cancer, 17
milhdes de mortes por cancer e 75 milhdes de pessoas, anualmente, com
cancer, em consequéncia do crescimento e do envelhecimento da
populagdo, bem como da redugdo na mortalidade infantil e mortes por
doengas infecciosas em paises em desenvolvimento.

Por outro lado, as estimativas do INCA para 2014/2015 apontam a
ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos novos de cancer no
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Brasil, e os tipos mais incidentes, & exce¢do do cancer de pele do tipo
ndo melanoma (182 mil casos novos), sdo os canceres de prostata (69
mil), mama feminina (57 mil), célon e reto (33 mil), pulmao (27 mil),
estomago (20 mil) e colo do ttero (15 mil) (INCA 2014).

No Estado de Santa Catarina de 2000 a 2011, a taxa de
mortalidade para todas as neoplasias, ajustada por idade pela populagio
mundial, apresentou 78,67 casos de mulheres e 134,66 casos de homens
para cada 100.000 individuos mortos, mundialmente, por cancer (INCA
2014; OMS 2014).

1.2 Bases moleculares do cincer

A carcinogénese, ou seja, a génese do cancer € um processo que
envolve varias etapas, durante o qual as células, ao longo dos anos,
adquirirem progressivamente multiplas anormalidades genéticas e
epigenéticas (PELLICANO, MUKHERJEE, HOLYOAKE, 2014). O
conceito de multiestagio da carcinogénese foi proposto pela primeira
vez por Berenblum e Schubik em 1948 e suportado por posteriores
estudos. Assim, conceitualmente, a carcinogénese pode ser dividida em
trés fases distintas: iniciagdo, promog¢do e progressao (DEVI, 2001;
MARTINEZ et al 2003).

A iniciagdo ¢é considerada o primeiro passo no processo de
carcinogénese e inicia-se quando uma célula normal sofre alteragdes no
seu DNA, principalmente em genes-chaves envolvidos no controle da
proliferagdo e diferenciagdo celular, apoptose e sobrevivéncia, interagdo
célula-célula e célula-matriz, sendo os mesmos classificados como
oncogenes, proto-oncogenes e genes supressores tumorais (DEVI, 2001;
MARTINEZ et al 2003). Alteragdes ocorridas nestes genes especiais
podem acarretar a ativagdo de proto-oncogenes em oncogenes e
inativacdo dos genes supressores tumorais. Os proto-oncogenes, que a
principio sdo inativos, quando ativados, transformam-se em oncogenes,
responsaveis pela malignizacdo das células normais, ou seja, pelo
descontrole no crescimento celular e oncogénese. Neste caso, a
expressdo de proteinas estimuladoras do crescimento ocorre em excesso
ou numa forma mais ativa, levando a uma multiplicacdo celular
excessiva. Os genes supressores de tumor, que estdo relacionados ao
controle da divisdo celular ao detectarem alguma alteragdo durante o
processo, promovem a parada da divisdo celular. Se inativados por
mutagdes, hd uma perda da acdo de genes supressores funcionais,
privando a célula de controles cruciais para a inibi¢do de crescimento
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inapropriado, culminando numa divisdo celular exacerbada. Os genes
reguladores de apoptose, que sdo necessarios para levar uma célula
danificada a morte, e os genes de reparo do DNA, que s2o necessarios
para o reparo de danos no DNA, quando alterados ou mutados
predispdem as células a novas mutagdes, afetando a proliferagdo e
sobrevivéncia do mesmo (RIVOIRE Et al., 2006; INCA 2014).

Portanto, alteracdes em genes especiais, tais como proto-
oncogenes, genes supressores de tumor, genes reguladores de apoptose e
genes de reparo do DNA podem levar a multiplicagdo e divisdo celular
exacerbada, desvio de apoptose e o ndo reparo dos danos ndo letais no
DNA, resultando na malignizagdo das células normais (RIVOIRE Et al.,
2006; INCA 2014).

Diferentes tipos de mutagdes podem ocorrer, tais como
mutagdes pontuais, deleg¢des, inser¢des, transloca¢des e amplificagdes
cromossdmicas (DEVI, 2001; MARTINEZ et al 2003). As origens
destas mutagdes podem ser genéticas (mutacdes herdadas) ou adquiridas
ao longo da vida (mutagdes adquiridas e/ou externas). Cerca de 80% dos
casos de céncer estdo relacionadas as mutagdes adquiridas, devido a
exposicdo a agentes cancerigenos ou carcindgenos, tais como a radiagio
ionizante, a polui¢do, o tabagismo, o alcoolismo, a excessiva exposi¢ao
ao sol, o tipo de alimentagdo, a exposicdo a agentes infecciosos, o uso
de medicamentos, dentre outros (AUDIC, HARTLEY, 2004; SOTO,
SONNENSCHEIN, 2004; KVIECINSKI, BENELLI, 2011).

A fase de promogdo da carcinogénese € um processo reversivel,
em que a exposi¢do repetida e prolongada a agentes quimicos chamados
de “agentes promotores ou oncopromotores” estimulam a proliferacao
das células iniciadas ou transformadas. Tipicamente, os agentes
promotores ndo sdo genotoxico, isto é, sdo incapazes de formar adutos
com 0 DNA ou de causar danos no DNA, mas s@o capazes de estimular
a proliferacdo celular. Assim, a exposi¢do a agentes promotores resulta
na promogao de crescimento rapido das células iniciadas e formagdo de
tumores nao invasivos (MARTINEZ et al 2003).

A progressdo ¢ o processo através do qual, mudancgas sucessivas
na neoplasia darfo origem a subpopulagdes cada vez mais malignas,
pois a aquisicdo de mutagdes adicionais, ou seja, acimulo de mais
mutagdes genéticas que levam ao surgimento do fenotipo maligno ou
invasivo (metastase) (MARTINEZ et al 2003).

Como exemplo de genes mutados em células tumorais, se
destaca o gene supressor de tumor p53, sendo o gene mais
frequentemente mutado em tumores humanos. Mutagdes no DNA que
codifica o p53 ocorrem em mais de 50% de todos os tumores e em quase
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todo tipo de tumores. Contudo, a funcdo do p53 como supressor de
tumor ja estd bem estabelecida, pois em resposta a uma vasta variedade
de sinais intracelulares e extracelulares de estresse, incluindo danos no
DNA, hipdxia, deplecao nutricional e ativagdo de oncogenes, este gene é
ativado principalmente através de modifica¢cdes pds-traducionais. Uma
vez ativada, a proteina p53 se liga em uma sequéncia de DNA especifica
nos seus genes-alvo, denominada elemento responsivo ao p53, causando
assim o aumento da expressdo de diversas proteinas, que estdo
envolvidas em varios mecanismos celulares, tais como na regulacdo da
parada do ciclo celular, senescéncia e apoptose (LIANG, LIU, FENG,
2013).

As células tumorais sdo caracterizadas por produzirem ou
superexpressarem certas proteinas, que podem ser usadas como
marcadores  tumorais. Dentre elas, destaca-se o antigeno
carcinoembrionario (CEA), enolase neurdnio-especifica (NSE), proto-
oncogenes Ras, receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e o
seu produto proteico (p185neu), dentre outros. Esses marcadores que
anteriormente eram utilizados somente como ferramentas de diagnostico
e prognoéstico, atualmente estdo adquirindo papel de destaque no
desenvolvimento de novas modalidades de tratamento, direcionadas a
bloqueio do ciclo biolégico da progressio tumoral (PACHECO,
PASCHOAL, CARVALHO, 2002).

1.3 Correlagao cancer e ciclo celular

Em 1951, Howard e Pele descreveram pela primeira vez o ciclo
celular e suas fases, que foram divididas em duas fases: a interfase que
inclui Gapl (G1 ou GI), a sintese (S) e Gap2 (G2, GII ou GII/M) e
mitose (M), que inclui a profase, metafase, andfase e telofase. Na fase
G1, a célula se prepara para a sintese do DNA, na fase S ocorre a
replicagdo do DNA, seguida da fase G2 durante a qual a célula se
prepara para a mitose (VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE,
BERNEMAN, 2003, GOLIAS, CHARALABOPOULOS,
CHARALABOPOULOS, 2004). Foster e colaboradores (2011)
sugeriram que a fase Glseja dividida em duas partes: G1-pm para o G1-
pos-mitdtico, e G1-ps para G1-pré-Sintese, e entre G1-pm e G1-ps estd a
fase Gap0 (GO0), considerada como a fase de repouso ou quiescéncia.

As principais familias de proteinas reguladoras que
desempenham um papel chave no controle da progressdo do ciclo
celular sdo as ciclinas, as cinases dependentes de ciclina (CDKs) e as
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suas proteinas-substrato, os inibidores de CDK (CKlIs), o fator de
transcricdo p53 (supressor de tumor) e produtos do gene de
retinoblastoma (pRb). As CDKs s@o proteinas serina/treonina que sdo
ativadas em pontos especificos do ciclo celular; nove ja foram
identificados e, destes, cinco sdo ativas durante o ciclo celular, isto é,
nas fases G1 (CDK4, CDK2 e CDK®6), S (CDK2), G2 ¢ M (CDK1).
Enquanto, que as ciclinas sdo classificadas em D (fase G1), E (fase S),
A (fase G2) e B (mitose) (Figura 1) (GOLIAS,
CHARALABOPOULOS, CHARALABOPOULOS, 2004).

Figura 1. As fases do ciclo celular e os respectivos complexos CDK/ciclina.

Fonte: VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE, BERNEMAN, 2003.

A entrada na fase G1 se da pela ligacdo das ciclinas do tipo D
(ciclina D1, D2 e D3) com as CDK4/6, formando os complexos
CDK6/4-ciclina D. Enquanto que, a progressdo da fase G1 para a fase S
¢ regulada pela associagdo da ciclina E com a CDK2. Mas, para que isto
aconteca, durante a fase GIl, o pRb (supressor de tumores de
retinoblastoma) precisa tornar-se hiperfosforilado, levando a dissociagdo
do complexo com a proteina histona deacetilase (HDAC) e o fator de
transcrigdo E2F-1, assim regulando positivamente a transcri¢do de genes
promotores da fase S, tais como a ciclina A, ciclina E, Cdc25 (Figura 2).
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A transigdo da fase S para G2 ¢ realizada pelo complexo CDK2/ ciclina
A. E, finalmente, o complexo ciclina CDKI1/ ciclina B regula a
progressdo de G2 para M (VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE,
BERNEMAN, 2003).

Figura 2. Progressdo do ciclo celular a fase S pela ativagdo da via pRB/E2F e
os diferentes estados de fosforilagdo da proteina pRb: desfosforilado,
hipofosforilado e hiperfosforilado.

Desfosforilado Hipofosforilado I Hiperfosforilada ?
PRCAP

qg =0 gﬂ: =3 6 e
| Gipm | G1-ps | [ s |
4

R Checkpoint de
crescimento celular

Nota: Onde R: Ponto de Restrigao. Fonte: FOSTER Et al., 2011.

As células cancerigenas sdo caracterizadas pela proliferaciao
celular descontrolada e exacerbada, por apresentar: i) Uma desregulacio
dos mecanismos de controle do ciclo celular, principalmente no controle
da progressdo para a fase G1, um periodo onde decisdes criticas sdo
feitas a respeito de se iniciar a proliferacdo ou entrarem quiescéncia
(GO); ou ii) Mutagdes em genes que codificam proteinas que regulam a
progressdo  ciclo celular para a fase Gl  (GOLIAS,
CHARALABOPOULOS, CHARALABOPOULOS, 2004; FOSTER Et
al., 2011).

Um aspecto crucial da regulagdo do ciclo celular é a existéncia
de checkpoints ou pontos de verificagdo que identificam danos ao DNA
e asseguram uma replicagdo e segregacdo cromossomal correta. Os
checkpoints do dano ao DNA estdo posicionados antes da célula entrar
na fase S (G1/S checkpoint) ou apds a replicagdo do DNA (G2/M
checkpoint), os chamados checkpoints de replicacdo. Durante as fases S
e mitose também existe checkpoints do DNA, checkpoint da sintese de
DNA e do fuso mitotico, respectivamente (VERMEULEN, VAN
BOCKSTAELE, BERNEMAN, 2003).

Existem evidéncias indicando que multiplos processos
celulares, incluindo ativag¢do checkpoint, reparo do DNA e mudangas na
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transcricdo de genes sdo iniciados em resposta a danos no DNA ou
replicag@o incompleta. E alguns dos genes requeridos para o checkpoint
induzido por danos ao DNA sdo os mesmos requeridos para a parada do
ciclo celular por bloqueio da replicacio e, no caso de células
severamente danificadas, o p53 induz a morte celular por ativagdo de
genes (por exemplo: Bax) que estdo envolvidos na sinalizagdo
apoptotica (DASIKA et al, 1999; VERMEULEN, VAN
BOCKSTAELE, BERNEMAN, 2003; BERTOLI, SKOTHEIM, DE
BRUIN, 2013).

Existem duas familias distintas de proteinas inibidoras do ciclo
celular, chamados inibidores de CDKs (CKIs): i) A familia INK4 que
inclui p15 (INK4b), p16 (INK4a), p18 (INK4c), p19 (INK4d), inativam
especificamente as CDK4 e CDK6 da fase G1 do ciclo celular; e ii) A
familia Cip/Kip que inclui p21 (WAF1/Cipl), p27 (CIP2), p57 (Kip2),
que por sua vez inativam os complexos CDK/ciclinas em geral
(VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE, BERNEMAN, 2003) e desta
forma interferem no ciclo celular, bloqueando-o.

1.4 Correlacio cancer e apoptose

A morte celular ¢ um processo fisioldgico necessario para
remover células indesejadas ou danificadas, e estd interligada com a
sobrevivéncia e a proliferagio celular (PRADELLI, BENETEAU, 2010;
CHAABANE Etal., 2013).

A apoptose ¢é frequentemente chamado de morte celular
programada (PCD), embora para alguns pesquisadores o termo PCD
refira-se a apoptose, autofagia e necrose programada, que sdo facilmente
distinguidas devido a as suas caracteristicas morfologicas e seus
processos fisiologicos serem distintos (CHAABANE Et al., 2013,
OUYANG Et al., 2012). Estas trés formas de PCD podem juntamente
decidir o destino das células malignas. A apoptose e a necrose
programada invariavelmente contribuem para a morte celular, enquanto
que a autofagia pode direciona a célula a morte ou pode manté-la viva
(OUYANG Etal., 2012).

A apoptose (tipo I PCD) foi descrita pela primeira vez por Kerr,
Wyllie, e Currie, em 1972, e é caracterizada por alteracdes celulares,
morfologicas e bioquimicas especificas, incluindo shrinkage celular,
condensagdo de cromatina (picnose) e fragmentacdo do nucleo, ativagdo
das caspases, desestruturacio da membrana celular (membrane
blebbing), formagdo de corpos apoptdticos, externalizacdo das
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fosfatidilserinas e perda de adesdo com as células vizinhas e com a
matriz extracelular (OUYANG Et al., 2012).

A apoptose € um processo essencialmente sem reagdo
inflamatdria devido aos corpos apoptoticos serem subsequentemente
fagocitadas pelas células circulantes e degradado dentro dos
fagolisossomas, assim impedindo que os seus constituintes celulares
sejam extravasados para o tecido intersticial circundante, prevenindo
também a necrose secunddria, além das células fagocitarias nao
produzem citosinas inflamatorias (ELMORE, 2007). Assim, a apoptose
pode ser chamada de uma morte celular "limpa", sendo clinicamente o
que se busca alcangar com uma quimioterapia mais seletiva.

Existem dois mecanismos apoptéticos interconectados
parcialmente, a apoptose dependente de caspases e morte celular
independente de caspases ou necroptosis. Dentre estas, a apoptose
dependente de caspases ¢ induzida por duas vias: a extrinseca — via
dominio de receptor de morte e intrinseca — via mitocondrial
(OUYANG Etal., 2012; CHAABANE Et al., 2013).

A via extrinseca é desencadeada pela ativagdo de receptores de
morte expressos na superficie celular, como o receptor de Fas. A ligacdo
do Fas ao seu receptor, formando um complexo de morte, recruta a
proteina contendo o dominio de morte (FADD) e a pro-caspase-8,
formando um complexo sinalizador indutor de morte (DISC), que
consequentemente, ativa a caspase-8 que, por sua vez ativa a pro-
caspase-3, levando a morte celular (Figura 3) (DEWSON, KLUCK,
2009; OUYANG Etal., 2012).
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Figura 3. Via de sinalizagdo apoptodtica.
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Fonte: OUYANG L. Etal.,, 2012

A apoptose é o principal tipo de morte celular que ocorre
quando os danos no DNA sdo irreparaveis (OUYANG Et al., 2012).
Comumente, o dano ao DNA leva a ativacdo das caspases durante a
apoptose via mitocondria (via intrinseca), que € regulada pela familia de
proteinas Bcl-2 (CHAABANE Et al., 2013), que inclui as proteinas pro-
apoptoticos, tais como Bax, Bak, Bad, Bcl-XS, Bid, Bik, Bim ¢ HRK,
além das anti-apoptoticas, tais como Bcl-2, Becl XL, Bel-W, Bfl-1 e Mcl-
1(OUYANG Etal., 2012).

Inicialmente, ocorre a permeabilizagdio da membrana
mitocondrial externa, em que o dominio BH3 das proteinas pro-
apoptéticas Bax e Bak sdo transientemente exposta antes da ligagdo
umas nas outras pelo sulco hidrofobico, levando a oligomerizagdo e
formagao do poro de transi¢do da permeabilidade mitocondrial (MPT)
(Figura 4), que contribui para a permeabilizagdo da membrana
mitocondrial externa, resultando na libertagdo de proteinas solaveis a
partir do espaco intermembranar mitocondrial (incluindo citocromo c,
fator indutor de apoptose entre outros), além da ocorréncia da perda ou
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redugdo do potencial de membrana mitocondrial. O citocromo ¢ liga-se
ao Apaf-1(fator ativador de proteases pro-apoptoticas 1), trifosfato de
desoxiadenosina (dATP) e pro-caspase-9, formando um complexo de
ativacdo de caspases (apoptossomo), com a consequente ativacdo de
caspase-9. A caspase-9 ativa, recruta e cliva as caspases efetoras (-3, -6,
e -7), ativando-as. Em seguida, as caspases efetoras clivam as suas
proteinas alvo, culminando na morte celular (Figura 4) (WANG, LIU,
CUI, 2005; DEWSON, KLUCK, 2009).

Figura 4. Modelo da ligagdo BH3-sulco hidrofobico das proteinas Bax e Bak,
induzindo a mudanca conformacional e oligomerizagao durante a apoptose.
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Fonte: DEWSON, KLUCK, 2009.

Recentemente, as caspases vém atraindo atengdo como
potenciais alvos terapéuticos no tratamento do céncer, devido a sua
fun¢do indispensavel na apoptose (WANG, LIU, CUI, 2005).

1.5 Correlacio ciancer e angiogénese

O processo chamado, genericamente, como angiogénese ou
neovascularizagdo foi descrito pela primeira vez em 1787 por Hunter,
como sendo o crescimento de vasos sanguineos semelhantes a galhos de
arvores (DE OLIVEIRA Et al., 2010).

Sob circunstancias fisioldgicas controladas, a angiogénese ¢
essencial e estad presente no desenvolvimento embrionario, no sistema
reprodutor feminino a cada ciclo menstrual, na gravidez, na cicatrizagdo
de feridas e na sequéncia de processos inflamatérios (DE OLIVEIRA Et
al., 2010).

Porém, existem muitos estudos cientificos, demonstrando que a
angiogénese desempenha um papel crucial no crescimento tumoral e na
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metastase, pois durante o desenvolvimento tumoral, as necessidades
metabolicas teciduais excedem a demanda de oxigénio e nutrientes
disponiveis pelos capilares existentes, com isso, ha uma resposta
fisiologica para aumentar a densidade da rede capilar, ocorrendo, assim,
um desequilibrio entre os fatores pré-angiogénicos e angiostaticos,
secretados pelas células neoplasicas, resultando na proliferacdo vascular.
O processo em si envolve a degradacdo proteolitica da matriz
extracelular, seguida pela atragdo quimiotatica e proliferacdo de células
endoteliais e células musculares lisas para formar novos vasos capilares
a partir de vasos sanguineos pré-existentes (Figura 5) (JAKOBISIAK,
LASEK, GOLAB, 2003; ADORNO, 2008, DE OLIVEIRA Et al,
2010).

Figura 5. Representacdo esquematica da angiogénese.
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Fonte: DA SILVA Et al., 2007.

Dentre os varios indutores da angiogénese nos tumores, citam-
se: o fator de crescimento endotelial vascular (Vascular
endotelialgrowth factor -VEGF), o fator de crescimento fibroblastico
(Fibroblastic growth factor -FGF), a angionina, a interleucina 8, as
metaloproteinases (MMPs), o fator de crescimento transformador b, os
ativadores de plasminogénio, o fator de crescimento da célula endotelial
derivado de plaqueta (Plateletderived endothelial cell growth factor-
PD-ECGF), os fatores de crescimento derivados de plaquetas, como as
prostaglandinas, a angiotensina e a heparina, ¢ o fator de necrose
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tumoral alfa (Tumor necrosis factor a — TNF o) (JAKOBISIAK,
LASEK, GOLAB, 2003; ADORNO, 2008).

E como inibidores da angiogénese, destacam-se: a angiostatina,
endostatina, fator plaquetario, prolactina, trombospondina, os inibidores
teciduais de metaloproteinase (tissue inhibitor of metalloprotenase 1-
TIMP-1, tissue inhibitor of metalloprotenase 2-TIMP-2, tissue inhibitor
of metalloprotenase 3-TIMP-3) (DE OLIVEIRA Et al., 2010).

1.6 Antitumorais e interacio com o DNA

Os agentes antitumorais que tém como alvo molecular o DNA
estdo entre os agentes mais eficazes em uso clinico e produzem um
aumento significativo na sobrevivéncia de pacientes com cancer quando
utilizados em associagdo com farmacos que apresentam outros
mecanismos de acdo. Na Tabela 1 sdo apresentados alguns exemplos de
farmacos antitumorais consagrados na clinica médica que tem o DNA
como principal alvo molecular (HURLEY, 2002).
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Tabela 1. Farmacos antitumorais consagrados, utilizados clinicamente, que tem
o DNA como alvo molecular.

Farmaco Uso clinico Mecanismo de agao
Ciclofosfamida Neuroblastoma; Linfoma ndo- Crosslink com o DNA
Hodgkin; Retinoblastoma; (entre fitas)
Cancer de mama; Cancer do
pulmao.
Melfalano Mieloma multiplo Crosslink com o DNA

Mitomicina C

Cisplatina

Doxorrubicina

Etoposideo

Mitoxantrona

Actinomicina
D

Bleomicina

Cancer do trato
gastrointestinal e de estomago

Cancer de testiculo; Cancer do
ovario; Cancer de cabeca e
pescogo.

Rabdomiossarcoma; Cancer de
mama; Leucemia aguda do
adulto; Cancer endometrial;
Cancer de estdomago; Cancer
do colo do utero; Linfoma
nao-Hodgkin.

Cancer de testiculo; Cancer do
pulmao.

Leucemias (ALL, ANLL e

CML); Cancer de mama;
Cancer do ovario; Cancer de
prostata.

Coriocarcinoma; Sarcomas de
tecidos moles;
Rabdomiossarcoma; Sarcoma
de Ewing; Tumores de Wilms.
Cancer de testiculo; Linfoma
nao-Hodgkin.

(entre fitas)

Crosslink com o DNA
(entre fitas)

Crosslink com o DNA
(entre fitas)

Estabiliza o complexo de
clivagem topoisomerase-
II/DNA

Estabiliza o complexo de
clivagem topoisomerase-
1I/DNA
Estabiliza o complexo de
clivagem topoisomerase-
II/DNA

Inibe a sintese de RNA

Farmaco radiomimético
que causa de clivagem de
cadeia dupla

Fonte: Adaptado de HURLEY, 2002.

Entretanto, infelizmente, estes farmacos possuem elevada
toxicidade e baixa especificidade. Com isso, grandes esforcos tém sido
feitos na busca de novos agentes terapéuticos mais seletivos. Logo,
estudos cientificos mais aprofundados que buscam a identificacdo de
alvos moleculares especificos para o cancer com a finalidade de criar
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nova geragdo de agentes terap€uticos menos toxicos, se fazem
necessarios (HURLEY, 2002). A figura 6 apresenta a classificacdo dos
agentes terapéuticos que interagem com o DNA e suas respectivas
interagdes moleculares com o DNA.

Figure 6. Classificagdo de agentes que interagem com o DNA e suas
respectivas interagdes moleculares com o DNA.

a | Agentesalquilantes |

1910 l

Antibiéticos |

| Code-reading

o Periodoprincipaldo |

e 1990 Estrutura secundiriado DNA
e vennsn. Continuidade (Baixa

prioridade) 1007

Clivagem de dupla Code-reading ” | W4~ Gquadruplex

b Crosslink
Intercaladores molecules

DNA-DNA ﬁta do DNA

n@uﬁﬁ | [ ik
TR ”QQQL

Nota: Onde a)Linha do tempo das descobertas e evolugdo dos agentes que
interagem com o DNA até o presente momento; b) Ilustragdo dos tipos de
modificacdes que podem formar com o DNA, inclusive, da esquerda para a
direta temos as ligacdes cruzadas (crosslinks), a intercalagdo, a clivagem de
cadeia de DNA e code-reading molecules. A hélice de DNA também se pode
apresentar associada com proteinas, tais como topoisomerase II, e como
estruturas secundarias de DNA - por exemplo, um G-quadruplex; ¢) Detalhe de
modelos demonstrando os diferentes tipos de modificagdo do DNA. Fonte:
HURLEY, 2002

Hé basicamente trés diferentes formas com que uma molécula
interage com o DNA, podendo ocorrer através: 1) Do controle de fatores
de transcri¢do em que as moléculas ndo interagem diretamente com o
DNA, em vez disso, interagem com a proteina que se liga ao DNA e,
por conseguinte, altera a fungdo deste; ii) Da formacdo de hibridos
RNA-DNA, pela ligacdo da molécula de RNA com o DNA de fita
simples, formando um hibrido RNA-DNA, que interfere com a atividade
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de transcrigdo, ou iii) Da ligagdo direta de moléculas no DNA. A ligacdo
direta de moléculas no DNA ¢ usualmente classificada e dividida em
duas grandes categorias, intercalagdo e ligacdo aos sulcos (groove
binders), podendo esta Gltima ocorrer por ligagdo ao sulco menor ou ao
sulco maior (GOWDA Et al., 2014).

A intercalagdo foi proposta pela primeira vez por Leeman e
envolve a inser¢do de uma molécula planar entre pares de bases de
DNA, o que resulta em uma diminuicao na tor¢ao helicoidal de DNA e
o alongamento do DNA, conduzindo a uma alteracdo conformacional
molecular do mesmo (GOWDA Et al., 2014).

Apesar de a intercalagdo ter sido tradicionalmente associada a
moléculas contendo estruturas aromaticas constituidas por dois ou trés
anéis ciclicos fundidos, também existem os intercaladores atipicos,
contendo um sistema de anéis ndo fundidos (Figura 7)
(PALCHAUDHURI, HERGENROTHER, 2007).

Figura 7. Estruturas de intercaladores tipicos, intercaladores atipicos e os
groove binders (moléculas que se ligam aos sulcos).
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Fonte: PALCHAUDHURI, HERGENROTHER, 2007.

As moléculas intercaladores de DNA tém sido amplamente
utilizadas como agentes antitumorais, antimalaricos, antibidticos e
antifingicos (PALCHAUDHURI, HERGENROTHER, 2007). Contudo,
nem todos ligantes a0 DNA podem apresentar atividade nucleésica e,
portanto, sejam capazes de induzir danos ao DNA. Em geral, a presenga
de grupos funcionais basicos, catidnicos ou eletrofilicos sdo muitas
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vezes necessarias para que uma molécula apresente a atividade
nucleésica.

A clivagem de DNA pode ocorrer diretamente sobre os seus
componentes basicos como a base nitrogenada e o aglicar por uma via
oxidativa ou por hidrdlise das ligagdes fosfodiéster (GOWDA Et al.,
2014).

Como os agentes intercalantes promoverem alteracdes
conformacionais no DNA, isto pode impedir a ocorréncia da replicagao
e transcricdo do DNA, interferindo com a agdo das topoisomerases,
assim, tornando estes toxicos para as células que apresentam uma alta
taxa de proliferacdo. Desta forma, os agentes intercaladores sdo muitas
vezes mais letais para as células cancerosas do que células normais
(GOWDA Etal., 2014).

Assim como os agentes intercaladores, moléculas que se ligam
nos sulcos do DNA também provaram ser uteis na clinica, como agentes
antitumorais e antibacterianos, e assim temos como exemplo a
mitomicina D (que também ¢ um agente Crosslink de DNA) (Tabela 1)
(PALCHAUDHURI, HERGENROTHER, 2007).

1.7 Plantas medicinais como fontes de quimioterapicos

Atualmente, existem quatro principais tipos de tratamentos para
o cancer: excisdo cirirgica, radioterapia, imunoterapia e quimioterapia.
Com o objetivo de erradicar o cancer, normalmente ¢ usado a terapia
combinada, associando mais de um tipo de tratamento, por exemplo,
quimioterapia associada a radioterapia. Entretanto, as terapias atuais
ainda apresentam vdrias dificuldades em termos de estratégia
terapéutica, demonstrando, assim, ser insatisfatorias, uma vez que as
alternativas existentes, frequentemente estdo associadas a ndo regressao
total da patologia e/ou a elevada toxicidade e inespecificidade, além da
multirresisténcia celular ao quimioterapico (JENDIROBA Et al., 2002;
ALMEIDA Et al., 2005).

Desta forma, ¢ imperativa a busca constante por novas
alternativas terapéuticas, com maior seletividade, que possam alterar
este cenario adverso. Nas recentes décadas, o interesse publico pelas
terapias utilizando produtos naturais, tem crescido drasticamente nos
paises industrializados e em desenvolvimento (ZUIN, YARIWAKE,
BICCHI, 2003). A OMS (2014), por outro lado, estimou que 80% da
populagdo dos paises em desenvolvimento ainda dependem de
medicamentos tradicionais.
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Muitas das plantas utilizadas na medicina popular tradicional
sdo fontes importantes de produtos naturais biologicamente ativos,
podendo ser utilizadas como uma nova estratégia terapéutica contra o
cancer, ou seja, serem utilizadas como fontes de moléculas prototipos
para pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos antitumorais
(INGALE, HIVRALE, 2010).

Como exemplos de farmacos antitumorais ja consagrados, que
sdo derivados de plantas, temos: os alcaloides da Vinca, como
vincristina e vimblastina, os derivados de Lignanas, como o etoposideo
e tenoposideos, os taxanos isolados de espécies do género Taxus, como
o taxol e os derivados semissintéticos da camptotecina, irinotecano e
topotecano, entre outros (FELIPE, 2010).

1.8 Passiflora edulis f. flavicarpa Degener

Na medicina folclorica ou tradicional uma das familias de
plantas alimenticias e medicinais bastante utilizada ¢ a Passifloraceae,
familia esta constituida por cerca de 16 géneros e 650 espécies. O
género Passiflora, a maior da familia Passifloraceae, compreende cerca
de 400 espécies segundo alguns autores e segundo outros 500 espécies,
sendo popularmente conhecidas como flores da paixdo ou maracuja.
Estas plantas crescem em regides tropicais e subtropicais, porém sao
mais raras na Asia, Australia e Africa tropical (BENINCA Et al., 2007;
MONTANHER Et al., 2007; DEVAKI Et al., 2011; SILVA Et al., 2011,
SATO Etal., 2012).

A Farmacopéia Brasileira tem descrito os efeitos
farmacologicos de trés espécies de Passiflora, a P. incarnata L., a P.
alata Curtis e a P. edulis Sims, que sdo amplamente cultivadas e
consumidas no Brasil. Entretanto, a P. alata ¢é frequentemente
substituida por P. edulis, que ¢ usada principalmente na producdo
industrial de suco ou adogante, pois o suco obtido a partir do fruto de P.
edulis é caracterizado pela sua acidez, devido a predominéncia de dois
acidos, acido citrico e malico. Além do suco, os frutos sdo empregados
na produgdo de geleias e compotas (GOMEZ Et al., 2010;
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2011).

No Brasil, as espécies do género Passiflora sdo conhecidas
como maracujeira ou fruto-da-paixdo, e inclui a Passiflora edulis, que ¢é
constituida por duas subespécies, que sdo cultivadas comercialmente,
uma forma roxa (P. edulis Sims) e uma forma amarela (P. edulis forma
flavicarpa Degener). A P. edulis, € nativa da América do Sul e cultivada
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na India, Nova Zelandia, Brasil, Colémbia, Equador, Indonésia, Peru,
Australia, Africa Oriental, Israel ¢ Africa do Sul, e apresenta varios
nomes populares, tais como maracuja azedo, maracuja-amarelo,
maracuja-preto e maracuja-roxo (MONTANHER Et al, 2007
MACHADO Et al., 2008; BERNACCI, 2008; INGALE, HIVRALE,
2010; GOMEZ Et al., 2010; ZERAIK Et al., 2011; SILVA Et al., 2012).

A P. edulis f flavicarpa Degener (Figura 8 e Figura 9)
apresenta, como caracteristicas morfologicas, hastes, gavinhas, quatro
glandulas foliares e duas peciolares, margem de folha serrilhada,
estipulas pouco curvas, flores de cor branca ou branca e roxa, frutos
globosos com polpa de cor amarela e laranja. Enquanto que a P. edulis
Sims, mesmo apresentando as caracteristicas ja citadas, mostram folhas
mais largas, maiores didmetros de hastes e maiores comprimentos do
I6bulo da folha e de interndédios de haste (CROCHEMORE,
MOLINARI, STENZEL, 2003).

Figura 8. Imagem ilustrativa da flor da P. edulis f. flavicarpa Degener.

Figura 9. Imagens ilustrativas do fruto da P. edulis f. flavicarpa Degener (A) e
da P. edulis Sims (B).

A) B)

Vérias partes desta planta sdo biologicamente ativas onde o
extrato do fruto tem demonstrado atividade antiinflamatoria,
antitumoral, citotoxica, antiproliferativa, antioxidativa, antimicrobiana,
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antiviral, antifungica, hemolitica, anti-hipertensiva, vasodilatador,
hipoglicémica, hipolipidémica, hipocolesterolémica, cicatrizante,
anticoagulante, ansiolitica, anticonvulsivante, sedativa, hipnotica,
antidepressiva,  antiespasmatica, espermicida e  antitussigena
(MONTANHER Et al., 2007; REBELLO Et al., 2008; LAM, Ng, 2009;
INGALE, HIVRALE, 2010; GOMEZ Et al., 2010; MATSUI Et al.,
2010; DEVAKI Et al., 2011; SANO Et al., 2011; ZERAIK Et al., 2011;
SATO Etal., 2012).

Investigagdes fitoquimicas de P. edulis revelaram a presenga de
componentes  bioativos, como alcaloides, fendis, flavonoides,
glicosideos, compostos cianogénicos e acidos organicos (PATEL Et al.,
2011, ZERAIK Et al., 2010, DHAWAN K., DHAWAN S., SHARMA
A., 2004).

Outros componentes quimicos presentes sdo: carotenoides, acido
L-ascorbico, antocianinas, lactonas, aminoacidos (prolina, acido
aspartico, acido glutamico, serina, alanina), hidratos de carbono (frutose,
glicose, sacarose, maltose, lactose e pectina), ésteres, triterpenoides,
saponinas, minerais (Na, K, Mg, Ca, Zn, Al, Mn, Fe), vitamina A,
potassio, dentre outros (DE NEIRA, 2003; LAM, Ng, 2009; MATSUI
Etal., 2010; SILVA Etal., 2012).

Os alcaloides presentes no género Passiflora sao do tipo indole
com diferentes graus de aromaticidade (alcaloides B-carbolinicos),
compreendendo o segundo grande grupo de alcaloides conhecidos
atualmente. Na P. edulis f. flavicarpa Degener foi verificada a presenca
de alcaloides B-carbolinicos em todas as partes da planta, exceto as
raizes. Sdo exemplos de alcaloides B-carbolinicos presentes na P. edulis
[ flavicarpa Degener, a harmana, harmina, harmol e harmalina (Tabela
2) (ZERAIK Et al., 2010). Estudos anteriores descreveram um largo
espectro de propriedades bioquimicas e farmacoldgicas de alcaloides [3-
carbolinicos, incluindo atividade antitumoral, antiviral, antiparasitario,
bem como atividade antimicrobiana. O efeito citotoxico dos alcaloides
B-carbolinicos foi relatado por estar relacionada a capacidade de se
intercalarem no DNA, uma vez que os alcaloides sdo pequenas
moléculas heterociclicas com caracteristicas basicas (CHEN Z Et al.,,
2011).
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Tabela 2. Estrutura quimica de alcaloides B-carbolinicos presentes na P. edulis
1. flavicarpa Degener.

Estrutura geral R1 Denominacio

Harmana
H (1-metil-9H- pirido [3, 4- b]-
N indol)

] Harmina

R; N OCH, (7-metoxi-1-metil-9H- pirido

N [3, 4- b]-indol)

H CHs; Harmol

OH (7- ol,1-metil-9H- pirido [3,
4- b]-indol)

Harmalina
‘ OCH; (4,7-dihidro-9-metoxi-1-
N metil-3H- .pll'ldO [3, 4- b]-
Re I indol)

|
H  CH,

Fonte: PEREIRA, RODRIGUE, YARIWAKE, 2014.

Sabe-se que moléculas pequenas que podem se ligar ao DNA tem
atraido consideravel atengdo para o desenvolvimento de agentes
terapéuticos anticAncer mais eficazes. Além disso, os alcaloides -
carbolinicos inibem a topoisomerase I e II, as CDKs (ciclinas
dependente de cinases), a MK2 (MAP kinase-activated protein kinase
2), a PLK1 (Serine/threonine-protein kinase PLKI), a cinesina Eg5 e o
IKK (inibidor do fator nuclear kappa-p cinase (CHEN Z Et al., 2011;
SARKAR, BHADRA, 2014; SARKAR, PANDYA, BHADRA, 2014).

Viarios estudos realizados comprovaram a citotoxicidade dos
alcaloides [-carbolinicos. Segundo Sarkar e colaboradores (2014), o
alcaloide PB-carbolinico harmalol apresenta citotoxicidade sobre as
células HepG2 (linhagem de células do carcinoma hepatocelular
humano), devido a sua capacidade de interagir com o DNA por
intercalacdo. Chen e colaboradores (2011) avaliaram a atividade
citotdxica de uma serie de novos 1,9-disubstituidos -carbolinicos sobre
10 diferentes linhagens celulares humanas, incluindo a MCF-7. Estes
autores concluiram que o 3-clorobenzil e o 3-fenilpropil substituintes na
posicdo 9 dos P-carbolinicos, apresentavam uma citotoxicidade mais
significativa sobre as células tumorais, e que esse efeito citotoxico
provinha da capacidade dos mesmos em intercalarem com o DNA. E
por fim, Zhao e Wink (2013), demonstraram que o alcaloide [-
carbolinico harmina apresentou multiplas propriedades farmacologicas,
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como atividade citotdxica e antiproliferativa sobre MCF-7, devido a
capacidade deste em intercalar o DNA, juntamente com a inibigdo da
atividade da telomerase e inducdo do fendtipo de senescéncia por
aumentar a expressdo dos constituintes da via p53/p21.

Recentemente, cientistas também tém demonstrado interesse na
investigacdo de carotenoides e compostos polifendlicos, devido ao seu
potencial de inibir o crescimento tumoral, pois promovem bloqueio do
ciclo celular, alterando a cinética do ciclo celular, induzem a apoptose
por aumentarem a atividade da caspase-3 e reduzem a viabilidade
celular. Em estudos in vitro, estes compostos inibiram a proliferagcdo de
células leucémicas e induziram a apoptose. Os carotenoides causaram
bloqueio do ciclo celular na fase G0/G1 e induziram a apoptose em
células leucémicas mieloides (HL-60) na mesma concentraciao
necessaria para bloqueio do ciclo celular. Exemplos de carotenoides que
apresentam tais propriedades anticancerigenas sdo: o licopeno, o e -
caroteno. Além disso, alguns polifendis tém demonstrado serem
responsaveis pela parada na fase GO/Gl1 nas células MOLT-4 da
leucemia linfoblastica e na fase G2/M nas células HL-60; e induzem
apoptose em células de leucemia humana K562. Sdo exemplos de
polifendis que interferem na proliferagdo celular, a quercetina e
catequina (DE NEIRA, 2003; ROWE Et al., 2004).

Experimentos realizados com o suco de maracuja corroboram
com as informagdes citadas acima, pois a transformagdo neoplasica foi
inibida na fase de promocdo da carcinogénese, em vez de na fase de
iniciagdo, onde houve a ativagdo da caspase-3 nas células HL-60 e
MOLT-4, consequentemente, aumentando a ocorréncia da morte celular
e fornecendo indicios que os constituintes quimicos de extrato do suco
de maracuja foram capazes de induzir a morte celular por apoptose
(ROWE Et al., 2004).

Nos ultimos anos, tém sido descritas as propriedades antitumorais
dos polissacarideos naturais, geralmente relacionados a ativacdo e
modulagdo do sistema complemento de macrofagos. Estes
polissacarideos geralmente tém baixa toxicidade e poucos efeitos
colaterais, o que os torna adequados para a imunoterapia contra o cancer
(SILVA Etal., 2012).

Experimentos realizados com polissacarideos extraidos da P.
edulis, demonstraram uma inibicdo do crescimento tumoral, que nao
estava relacionada com a inibi¢do da proliferacdo celular. Contudo, esta
inibi¢do estaria correlacionada com a ocorréncia de extensas areas de
necrose, observada pela analise histopatologica. Sugerindo, que a
atividade antitumoral estaria associada com a modulacdo do sistema



42

imunoloégico, por intermédio da ativacdo direta ou indireta dos
componentes do sistema imunologico, tais como macrofagos, linfocitos
T, linfocitos B e células Natural-killer. Foi evidenciado, ainda, um
aumento do numero de leucdcitos totais € uma normalizagdo da
percentagem de linfocitos e neutréfilos no sangue periférico, indicando
que uma das agdes destes polissacarideos estaria envolvida no
mecanismo de defesa primario (SILVA Et al., 2012).

Os mecanismos envolvidos na inibigdo tumoral via
imunoestimulagdo ainda ndo estdo totalmente elucidados, mas as
respostas observadas em modelos animais incluem a inibicdo do
crescimento de células cancerosas, da angiogénese e da metastase
(SILVA Etal., 2012).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo constituidas por uma
familia multigénica de proteinas de matriz extracelular dependentes de
zinco, implicadas em processos patologicos, tais como a carcinogénese,
em que a MMP-2 ¢ MMP-9 estdo envolvidas nos processos de
migracdo, invasdo tumoral, metistase e angiogénese (GIALELI,
THEOCHARIS, KARAMANOS, 2011). Extrato aquoso de P. edulis
exibiu uma atividade inibidora em ambas as metaloproteinases,
apresentando maior eficiéncia inibitoria sobre a MMP-2 (PURICELLIA
Etal.,, 2003; INGALE, HIVRALE, 2010).

Portanto, a P. edulis f. flavicarpa Degener é uma fonte riquissima
de moléculas com atividades bioldgicas importantes, podendo ou nao
estar agindo em sinergismos. Com isso, a P. edulis f. flavicarpa Degener
torna-se um alvo bastante interessante de estudos, abrindo assim um
grande leque de possiveis rumos de estudos farmacoldgicos, em especial
o estudo como antitumoral.

1.9 Extrac¢do com o fluido supercritico

As atividades industriais geram uma grande variedade de
subprodutos e residuos. Com isso, o desenvolvimento de novas
tecnologias € novos usos para estes materiais tem sido investigado a fim
de reduzir seu impacto ambiental e recuperar componentes que possam
agregar alto valor aos produtos. Neste contexto, uma das técnicas que
pode ser utilizada € a extragdo com o fluido supercritico (ESC), que vem
ganhando interesse na academia, refletindo na grande quantidade de
artigos cientificos publicados nos ultimos anos. Além disso, as
aplicagdes industriais de ESC tém experimentado um forte
desenvolvimento, desde o inicio de 1990, em termos de patentes
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(HERRERO Et al., 2009). A figura 10 representa um diagrama
esquematico do processo e equipamento de ESC.

Figura 10. Diagrama esquematico do equipamento e processo de extracdo
supercritica.

Nota: Onde C1: Condensador; P1: Bomba de alta pressdo; W1: Pré-aquecedor;
B1: Vaso de extragdo; B2: Vaso de separagdo; VCI1: Valvula de expansdo
micrométrica; TC: Controlador de temperatura; V1 a Vé6: Valvulas; Fonte:
CASSEL Et al., 2010.

A ESC tem sido muito utilizada para extrair compostos
bioativos a partir de plantas. Para estudos fitoquimicos a ESC tem sido
normalmente associada a outras técnicas, tais como a cromatografia
gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a fim de
caracterizar 0s compostos responsaveis pela atividade funcional
especifica (HERRERO Et al., 2009).

A ESC utiliza o diéxido de carbono (CO;) como o principal
solvente de extracdo que nas condigdes criticas (30,9°C e 73,8bar) se
transforma num fluido supercritico (Figura 11). O CO, ¢ barato, pouco
nocivo ao ambiente e geralmente reconhecido como seguro pela FDA
(Food and Drug Administration) e pela EFSA (European Food Safety
Authority); e tendo como vantagem a sua alta difusividade combinada
com sua eficacia de arraste, de acordo com a pressdo, temperatura,
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possibilitando a recuperagdo de analitos mais simples e sem
contaminacdo por solventes organicos (HERRERO Et al., 2009).

Figura 11. Diagrama pressao/temperatura e os equilibrios entre os estados
solido, liquido e gasoso. Defini¢ao de regido supercritica para o CO..

: Fluido

| Supercritico
Pc 734 ] e e e -
E Sdlido Liquido
8

ic 3'1
T/°C

Nota: Onde Tc: Temperatura critica; Pc: pressao critica. Fonte: CARRILHO,
TAVARES, LANCAS, 2001.

Tabela 3. Propriedades fisicas de gés, liquido e fluido superecritico.

Densidade  Difusibilidade  Viscosidade

Propriedade ) (D) 1))
g/mL cm’/sec. Poise
Gis 107/10” 107/1 =~10"
Liquido =~1 <107 107
Fluido supercritico  0,2/0,9 10%/107 10107

Fonte: CARRILHO, TAVARES, LANCAS, 2001.

Segundo a Tabela 3, o fluido supercritico apresenta: i)
Densidade maior que a dos gases e muito proxima a dos liquidos; ii)
Viscosidade muito similar a dos gases; e iii) Coeficientes de difusdo dos
solutos maiores que nos liquidos e menores que nos gases. Com isso, a
transferéncia de massa ¢ mais rapida em fluido supercritico, culminando
numa maior eficiéncia de arraste por unidade de tempo, velocidade
linear 6tima mais rapida e tempos de andlises menores. Ou seja, a
extragdo com o fluido supercritico proporciona extragcdes mais rapidas e



45

com maiores rendimentos para certos compostos em comparacdo a
extragdes convencionais que utilizam como fases moéveis os liquidos
(CARRILHO, TAVARES, LANCAS, 2001; HERRERO Et al., 2009).

Além disso, a ESC por utilizar baixas temperaturas e um meio
de extragdo ndo oxidante (CO,;) permite a extrac¢do de compostos
termicamente labeis e/ou facilmente oxidados, evitando assim a
degradacdo dos mesmos (HERRERO Et al., 2009).

Contudo, a principal desvantagem da extragdo com o fluido
supercritico ¢ a sua baixa capacidade de extra¢do de produtos com maior
polaridade, podendo ser superado pela utilizagdo de pequenas
quantidades de modificadores de polaridade organicos (co-solventes)
alterando a polaridade do fluido supercritico ¢ aumentando o seu poder
de solvatagdo para obter o analito de interesse. Por exemplo, a adi¢ao de
etanol (1-10%), expande a gama de extragdo, incluindo analitos mais
polares (MORAES, VILEGAS, LANCAS, 1997; HERRERO Et al.,
2009; MICIE Etal., 2011).

Por outro lado, a ESC pode ser uma alternativa valiosa para as
técnicas de extracdo convencionais, tendo em considera¢do todas as
vantagens apresentadas pela propria técnica, principalmente a alta
seletividade e pureza, além da economia de tempo e de solventes e a
possibilidade da analise de pequenas quantidades de material vegetal
(MORAES, VILEGAS, LANCAS, 1997, MICIE Et al., 2011).

A ESC tem sido amplamente utilizada para o reaproveitamento
de subprodutos da industria agroalimentar. Estes subprodutos sao
produzidos durante o processamento de alimentos e, normalmente, ndo
tém qualquer valor comercial. A extragdo a partir desses subprodutos
permite a remog¢do de compostos valiosos e de interesse que, de outro
modo, ndo poderiam ser utilizados. E o caso do maracuji, que embora
seja normalmente consumido com as sementes, estas sdo descartadas
durante o processamento industrial do fruto para a producdo de suco.
Desta forma, a extracdo de compostos de interesse pode apresentar
vantagens no sentido de recuperar produtos com atividade
farmacolégica importante, e pode ser uma forma eficiente de utilizacao
das sementes desperdigados durante a producdo de suco de maracuja
(HERRERO Et al., 2009; MATSUI Et al., 2010).

Assim, futuramente, compostos isolados da P. edulis f.
flavicarpa Degener poderdo ser utilizadas como moléculas prototipos
para a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos clinicamente
uteis, convertendo-se, deste modo, em mais uma alternativa aos
farmacos consagrados ja existentes no tratamento do cancer, diminuindo
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os efeitos adversos associados a elevada toxicidade e inespecificidade,
além da resisténcia a quimioterapia.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar
comparativamente o potencial citotoxico, antiproliferativo, antitumoral e
antiangiogénico dos extratos hidroalcodlico e supercritico de P. edulis f.
flavicarpa Degener, oriundos de residuos da industria de alimentos,
utilizando para isso modelos in vitro e in vivo.

2.2 Objetivos especificos

» Avaliar a citotoxicidade dos extratos hidroalcodlico e
supercritico de P. edulis f flavicarpa Degener, sobre a
linhagem celular MCF-7, selecionando os mais citotoxicos;

» Avaliar a interagdo entre os extratos hidroalcodlico e
supercritico de P. edulis f. flavicarpa Degener com o DNA de
timo de vitelo (CT-DNA);

» Avaliar a intercalagdo de fito-constituintes dos extratos
hidroalcodlico e supercritico de P. edulis f. flavicarpa Degener
com o DNA de timo de vitelo (CT-DNA);

» Avaliar a atividade nucledsica dos extratos hidroalcoolico e
supercritico de P. edulis f. flavicarpa Degener sobre o DNA
plasmidial;

» Avaliar a atividade antitumoral in vivo dos extratos
hidroalcodlico e supercritico de P. edulis f. flavicarpa Degener
em camundongos Balb/C, inoculados com tumor ascitico de
Ehrlich (TAE);

» Avaliar o tipo de morte celular induzida (apoptose/necrose) em
c¢lulas obtidas de camundongos tratados com os extratos
hidroalcodlico e supercritico de P. edulis f. flavicarpa Degener;

» Avaliar o efeito dos extratos hidroalcodlico e supercritico de P.
edulis f. flavicarpa Degener sobre o ciclo celular das células
TAE obtidas dos camundongos tratados;

» Avaliar o efeito antiangiogénico in vivo dos extratos
hidroalcodlico e supercritico de P. edulis f. flavicarpa Degener.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

O meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), o soro
fetal bovino (FBS) e os antibidticos foram adquiridos da Gibco (EUA).
O dimetilsulféxido (DMSO), a agarose, o DNA de timo de vitela (CT-
DNA), a albumina de soro bovino, o sal de tetrazolio (MTT) e o
coquetel de inibidores de protease foram adquiridos do Sigma Aldrich
(EUA). O kit de extragdo de plasmideo - Perfectprep Mini Eppendorf foi
adquirido da Eppendorf (Hamburgo, Alemanha). Todos os demais
reagentes usados foram de grau analitico.

3.1 Preparacio dos extratos

Os extratos hidroalcoodlico e supercriticos da P. edulis f.
flavicarpa Degener foram produzidos e gentilmente cedidos pela equipe
da Prof.* Dra. Sandra R.S. Ferreira do Laboratério de Termodinamica e
Extracdo Supercritica (LATESC), situado no Departamento de
Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos do Centro
Tecnoldgico (CTC) da UFSC.

3.1.1 Extracao convencional

As sementes da P. edulis f. flavicarpa Degener, fornecidas pela
empresa Extrair Oleos Naturais, Rio de Janeiro, Brasil, foram moidas e
submetidas a extracdo de 6leo por prensagem, obtendo assim, a torta de
sementes (subproduto). A torta de sementes da P. edulis f. flavicarpa
Degener foi submetida a maceragdo a temperatura ambiente numa
propor¢ao de amostra-solvente 1:5, durante sete dias ao abrigo da luz
(frasco de vidro ambar), agitando-se 0 mesmo uma vez por dia. Como
solvente foi utilizado uma mistura de etanol/H,O (1/1, v/v). Apos a
extragdo, o sistema foi filtrado e o solvente evaporado utilizando-se um
rotaevaporador sob pressao reduzida e 45°C de temperatura, obtendo-se
assim o extrato bruto (extrato hidroalcodlico ou etandlico, EtOH)
(OLIVEIRA et al 2013).
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3.1.2 Extracio supercritica

Os extratos supercriticos da torta de sementes de P. edulis f.
flavicarpa Degener foram obtidos pela técnica de extragdo com o fluido
supercritico (ESC). O equipamento utilizado foi previamente descrita
por Zetzl Et al. 2003, enquanto que o procedimento metodologico
utilizado na obtengdo dos extratos ESC para o presente trabalho,
propriamente dito, foi realizado segundo Michielin Et al. 2011.

O equipamento contém um reservatorio de CO, pressurizado, um
banho termostatico (Microquimica -MQBTZ99-20, SC, Brasil) mantido
a 5°C, uma bomba pistdo alimentado por ar comprimido (Maximator
MI111, Alemanha), uma coluna de ago inoxidavel revestida, com 2
centimetros de didmetro interno, 32 centimetros de comprimento e
100cm’de capacidade, com controle de temperatura de extracdo
realizado por segundo banho termostatico (Microquimica - MQBTZ99-
20, SC, Brasil). A unidade de extragdo também contém valvulas,
reguladores de fluxo e mandémetros, para controle de fluxo. O processo
utiliza o CO, 99,9% puro entregue na pressdo desejada (White Martins,
Brasil). O procedimento experimental consistiu na deposi¢do de 20g da
torta de sementes da P. edulis f. flavicarpa Degener, usadas para formar
o leito fixo para a extragdo de alta pressdo, em condi¢des controladas de
temperatura, pressdo ¢ taxa de fluxo de solvente. As condi¢des de
extragdo foram realizadas a 250 e 300 bar de pressio a 40°C de
temperatura, com ou sem adi¢do de co-solvente (etanol 5%), a uma taxa
de fluxo constante de 0,5 kg CO,/h em 3h de extragdo. Ressaltando-se
que, o co-solvente foi evaporado utilizando um rotaevaporador sob
pressdo reduzida e 45°C de temperatura. As condigdes de extragdo
supercritico utilizadas neste presente trabalho foram previamente
caracterizadas pela doutoranda Daniela A. de Oliveira orientada pela
Prof.* Dra. Sandra R.S. Ferreira e estdo descritos no trabalho de tese
intitulado: “Aplicagdo das tecnologias supercriticas e convencionais
para o reaproveitamento dos residuos do processamento de maracuja
(Passiflora edulis t. flavicarpa)”. Os quarto extratos supercriticos da
torta de sementes da P. edulis f flavicarpa Degener obtidos, foram
coletados em frascos ambar e pesados em uma balanga analitica para a
obtengdo de rendimentos de extracdo (OHAUS, AS200S Modelo, NJ,
EUA). O procedimento foi repetido até se obter material suficiente para
os ensaios biologicos (MICHIELIN Et al., 2009).
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3.2 Caracterizacao fitoquimica dos extratos

Os extratos hidroalcodlico (EtOH) e supercritico (ESC,
300bar/40°C/CO2/5% etanol) da P. edulis f. flavicarpa Degener foram
solubilizados em metanol P.A e submetidos a cromatografia de camada
delgada (CCD) semi-preparativa, realizada no gel de silica 60F;s4
(Merck, Darmstadt, Alemanha), utilizando como fase mdvel a solucao
de cloroférmio — metanol — hidréxido de amdnia (10%) na proporgdo de
80:40:15, seguida de detecgdo UV (A365nm) sem tratamento quimico
(WAGNER, BLADT, 1996).

Seguidamente, 0 extrato supercritico (ESC,
300bar/40°C/CO2/5% etanol) da P. edulis f. flavicarpa Degener foi
centrifugado (6 min a 16.10° g), resultando em duas fases distintas, uma
fase superior oleosa e uma inferior com aspecto de gel (fracdo sélida),
que se subdividia em duas subfases. Posteriormente, utilizando-se o
solvente n-hexano P.A aquecida foi realizado o ensaio de solubilidade
com essas duas subfases, obtendo-se assim uma fase soltvel em n-
hexano e outra insoluvel. Apds a evaporagdo completa do n-hexano,
aliquotas dessas fracdes obtidas foram dissolvidas em metanol P.A
(MeOH) e submetidas a analise espectrofotométrica UV-Visivel (Cirrus
80 ST, FENTO, Sao Paulo, Brasil). Por fim, as duas fra¢cdes foram
analisadas por espectroscopia de absor¢do no infravermelho com
transformada de Fourier (FIT-IR, PerkinEMLER, FT/NIR, Frontier). Os
espectros obtidos foram comparados com dados da literatura.

3.3 Estudos Biolégicos
3.4.1 Estudo da atividade antitumoral in vitro:
3.4.1.1 Avaliacao da citotoxicidade pela redu¢io do MTT

A atividade citotoxica foi avaliada por meio do ensaio de
viabilidade celular pelo método de coloragdo de tetrazolio (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio, MTT), de acordo com Mosmann
(1983). Este método consiste na medida da redugdo do sal de tetrazolio
(sal de coloracdo amarela) pelas redutases mitocondriais formando
cristais violeta de formazan de cor violeta. Essa reacdo ¢ realizada
somente pelas células metabolicamente ativas. Desta forma, o ensaio do
MTT atua como um indicador da fun¢do mitocondrial e,
consequentemente, da viabilidade celular (FRESHNEY, 1999).
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As células MCF-7 (linha celular de adenocarcinoma da mama
humano, HERBERT SOULE Et al., 1973) obtidas a partir do banco de
células de Rio de Janeiro, Brasil, foram cultivadas em DMEM
suplementado com 10% de FBS, penicilina (100 U/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL); e mantidas a 37°C na presenca de 5% de
CO, e 95% de humidade. As células foram semeadas (10* células/pogo)
em placas de 96 pogos. Apods atingir a confluéncia, as células foram
expostas & concentragdes de 0, 10, 50, 100 e 500 pg/mL dos extratos da
P. edulis . flavicarpa Degener dissolvidas no meio DMEM contendo
1% DMSO, por 72h. Em seguida, lavou-se duas vezes com PBS e
incubou-se por 2h com MTT (0,5 mg/mL). Decorrido esse periodo, o
MTT excedente foi removido e adicionou-se 100 pl/poco de DMSO
para solubilizar os cristais de formazan. Apos dissolugdo dos cristais, as
placas foram avaliadas espectrofotometricamente com o auxilio de um
Leitor de placas de ELISA automatico (550nm), onde a densidade dptica
(absorbancia) observada era diretamente proporcional ao numero de
células vivas (MOSMANN, 1983).

Os resultados foram apresentados sob a forma de percentagem de
viabilidade celular (percentual de redu¢do do MTT), de acordo com a
seguinte formula:

Viabilidade celular (%) = Abs. (egre X 100/AbS. controle

Consideraram-se os valores dos controles negativos, tratados
apenas com o veiculo de dissolucdo dos extratos (meio DMEM com 1%
de DMSO), como sendo 100% de redugao do sal de tetrazoélio.

Os valores de CI 55 (concentragdo de inibicdo a 50%), foram
determinados a partir do software GraphPad Prism (San Diego, EUA).

Para a avaliagdo citotoxica dos compostos isolados do extrato
supercritico da P. edulis f  flavicarpa Degener (ESC,
300bar/40°C/CO2/5% etanol), foi realizado o mesmo ensaio descrito
neste item, porém as células MCF-7 foram tratadas com os compostos
por 24hs nas concentragdes de 0, 1, 5, 10, 25, 50, 100, 300 e 500 pg/mL.

3.4.1.2 Avaliacio da interacdo com DNA de timo de vitelo
(CT-DNA), por espectrofotometria Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

O monitoramento da interagdo entre os extratos da P. edulis f.
flavicarpa Degener com o DNA de timo de vitelo (CT-DNA), foi
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realizado por meio da titulacdo espectrofotométrica de varredura UV-
Visivel, sendo utilizadas concentracdes de CT-DNA previamente
determinadas por espectrofotometria, concentracdes estas que
proporcionaram um sinal de boa qualidade com pico de absor¢do bem
definido, 20uM de CT-DNA. Posteriormente, foram selecionados os
extratos que apresentaram alguma alteragdo no espectro (10 e 50
pg/mL) e os mesmos foram avaliados isoladamente, imediatamente apos
seu preparo. Com isso, foram determinadas as altera¢cdes na absor¢do
das amostras, bem como o deslocamento do comprimento de onda de
absorcdo maxima (NAVARRO Et al., 2003; BALDINI Et al., 2003;
ZHANG Et al., 2004).

A extensdo do hipocromismo das amostras lidas no comprimento
de onda de 260nm foi calculada segundo a formula definida por Chen e
colaboradores (2008):

H% = 100%. (Abs. pNa tivre _ AbS. DNA ligado) / ADS. DNA tivre)

3.4.1.3 Avaliacao da interacdo com DNA de timo de vitelo
(CT-DNA), através da medida de fluorescéncia

Com intuito de definir se os extratos em estudo interagem com
CT-DNA por intercala¢do, foi medido a fluorescéncia de solugdes de
brometo de etidio (EtBr, agente intercalante) e CT-DNA (20uM) diluido
em tampao fosfato (50mM) contendo 0,1M de cloreto de s6dio (NaCl,
evitando uma segunda ligag¢@o do EtBr aos sitos do DNA), em pH = 7,4.
O espectro de emissdo do EtBr (5 a 50uM) foi determinado na presenca
e auséncia de DNA, deste modo, verificando o ponto de saturagdo deste
composto nos sitios de DNA (20uM de CT-DNA com 20uM de EtBr).
Depois de estabelecida a concentragdio de EtBr, o estudo de
fluorescéncia foi realizado com diferentes concentragoes de extratos de
P. edulis f. flavicarpa Degener (0, 10 e 50 pg/mL). A fluorescéncia foi
mensurada apds 10 minutos &4 temperatura ambiente em um leitor de
absorbancia, luminescéncia e fluorescéncia (TECAN Infinity M200®),
utilizando-se o comprimento de onda (A) de excitacdo de 492nm ¢ a
fluorescéncia emitida, aproximadamente, de 620nm. Este ensaio foi
adaptado da metodologia descrita por Silveira (2008).
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De acordo com a classica equagdo de extingdo de fluorescéncia
de Stern-Volmer, definido como:

FO/F = 1+ Kqt0 [E] = 1+ Kgy [E]

Avaliou-se a constante de extingdo utilizada para determinar a
eficiéncia de extin¢do de fluorescéncia, onde FO/F: razdo da intensidade
de fluorescéncia na auséncia do extintor (F0) pela intensidade de
fluorescéncia na presenga do extintor (F); Kq: constante da taxa de
extingdo EtBr - DNA; t0: Tempo de duragdo da fluorescéncia na
auséncia do extintor; [E]:concentracdo do extrato; Kgy: constante de
exting@o0. No grafico linear do FO/F versus [E], o valor Kgy ¢ dada pela
razdo da inclinagdo da reta pela interceptagdo com o eixo X; ¢ a Kq ¢
calculada a partir Kgy = Kq10 (HELLER, GREENSTOCK, 1994, SUN
et al, 2014).

3.4.1.4 Avaliacio de dano direto ao DNA plasmidial

Além da estrutura secundaria da dupla-hélice, o DNA assume
uma conformagdo tridimensional denominada supertorcida ou
superenrolada (Figura 12). A forma superenovelada ou normal (FI) do
DNA plasmidial pode “adotar” a forma circular aberta (FII) ¢ a forma
linear (FIII), de acordo com o numero de quebras sofridas. Quebras na
dupla hélice fazem com que a forma superenovelada (original)
transforma-se na forma circular aberta (através de quebras simples) e/ou
na forma linear (através de quebra dupla de cadeia) (Figura 13). As
diferentes formas da molécula de DNA plasmidial possuem mobilidade
ou migragdo eletroforética diferenciadas, apresentando-se como bandas
distintas em géis de eletroforese, o que possibilita a sua separagdo e
quantificacdo (Figura 14) (SREDDHARA, COWAN, 2001).
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Figura 12. Forma do DNA plasmidial superenovelada intacta (FI).

Fonte: SREDDHARA, COWAN, 2001.

Figura 13. As diferentes formas da molécula de DNA plasmidial.

-«—— Corte corte em
ambas fitas

Superenovelado Circular aberto Linear
formal formall forma Il
Fl Fu Fm

Fonte: modificado de BERG Et al., 2008.

Figura 14. Ilustracdo da mobilidade eletroforética distintas das diferentes
formas do DNA.

Fonte: MANCIN Et al., 2005.
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Assim, a capacidade de inducdo de clivagem ao DNA plasmidial
pelos extratos da P. edulis f- flavicarpa Degener, foi realizada através do
ensaio de dano direto ao DNA plasmidial (DNA pBSK-II), extraido pelo
método de lise alcalina, de acordo com as instrugdes da bula do kit de
extragdo Perfectprep Plasmid Mini (Eppendorf); quantificada por
espectrofotdmetro UV (260nm), onde uma unidade de densidade otica
(260nm) corresponde a 50 pg/mL de DNA. O DNA plasmidial (412,5
ng), o tampdo HEPES (pH 7,4) e os tratamentos (EtOH/ESC, 0, 10 e 50
pg/mL) foram incubados durante 16h a 37°C. Com o intuito de parar a
reacdo, as amostras foram submetidas a um choque térmico (geladeira)
por alguns minutos. Em seguida, foi realizada a eletroforese (40 V,
durante 1h e 40 min), em gel de agarose (1%) corado com brometo de
etidio (0,3 pg/mL), utilizando como tampao de corrida o TBE (89 Mm
Tris Borato, 2 Mm EDTA). As bandas visualizadas foram fotografadas e
analisadas pelo software Imagel 1,46, comparando-se a intensidade das
bandas e a quantidade de pixels apresentadas pelas diferentes formas de
DNA. A intensidade das bandas foi corrigida por um fator de 1,47,
como resultado de sua menor capacidade de corar com brometo de
etidio. Como controle negativo foi utilizado uma solugdo de tampao
HEPES e dimetilsulfoxido (DMSO 0,25%) e no controle positivo, a
enzima de restricdo EcoRI (SREDDHARA, COWAN, 2001; BISO,
2008).

3.4.2 Estudo da atividade antitumoral in vivo:
3.4.2.1 Modelo do tumor ascitico de Ehrlich
3.4.2.1.1 Protocolo experimental

Os ensaios in vivo, foram realizados utilizando camundongos
isogénicos Balb/C (Mus muscullus), machos (n = 12, 18-25 g), obtidos
pela reprodugdo controlada pelo Biotério setorial do Laboratério de
Bioquimica Experimental- LABIOEX. Os animais foram mantidos
sobre condigdes ideais controladas (ciclo claro-escuro de 12h, 25 + 2°C,
aproximadamente 60% umidade do ar), recebendo ragdo comercial
padrao e agua ad libitum.

Todos os procedimentos com animais foram realizados em
conformidade com os requisitos legais adequados para a espécie
(publicagdo do NIH n° 80-23, revisto em 1978) e com a autoriza¢do do
Comité de Etica local para o Uso de Animais (CEUA/UFSC PP00784).
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O experimento propriamente dito foi organizado da seguinte
forma: primeiramente, a fim de determinar a dose maxima tolerada
(MTD), animais saudaveis foram tratados com os extratos da P. edulis f.
flavicarpa Degener, avaliando, dessa forma, a ocorréncia de morte,
erecdo dos pelos, comportamento agressivo, inatividade e a perda de
apetite (KVIECINSKI et al, 2011). A partir disso, duas doses foram
escolhidas para dar seguimento aos experimentos, 10 e 200 mg/kg/dia
de extrato diluido em salina e DMSO (10,0%).

Os animais foram inoculados com 0.2mL de células do TAE
(linhagem celular murina derivada de carcinoma ascitico de Ehrlich,
5x10°células/mL) via intraperitoneal (dia zero). O tratamento com os
extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener, foi iniciado 24h apés a
inoculagdo das células tumorais, administrando-se solugoes dos extratos
nas doses citadas a cima, durante nove dias consecutivos. O grupo
controle negativo (com tumor implantado) foi tratado somente com
salina com 10,0% de DMSO, sendo mantidos nas mesmas condi¢des
experimentais dos animais tratados. No décimo dia, seis animais de cada
grupo (aleatoriamente) foram anestesiados e sacrificados por
deslocamento cervical, retirando-se o liquido ascitico para a realizacao
das posteriores analises. Os animais restantes de cada grupo foram
mantidos pelo periodo de 30 dias para a avaliagdo da sobrevida em
comparacdo ao grupo controle do tumor (grupo controle negativo).

3.4.2.1.2 Avalia¢oes morfolégicas

3.4.2.1.2.1 Variacio de peso

A avaliagdo da variagdo de peso dos camundongos foi calculada a
partir da diferenca, em gramas, entre o peso final (apds os nove dias de
tratamento) e o peso inicial dos animais (dia zero, dia da inoculacio do
tumor). Os resultados obtidos foram expressos em gramas
(KVIECINSKI Et al., 2008).

3.4.2.1.2.2 Inibicao do crescimento tumoral

A inibig¢do do crescimento tumoral foi avaliada pela variagdo da
circunferéncia abdominal dos camundongos, em centimetro, no qual se
calculou a diferenca entre a medida final (apdés os nove dias de
tratamento) e a medida inicial (medida que os mesmos apresentavam no
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dia da inoculagdo do tumor, dia 0) da circunferéncia abdominal,
determinando, assim a regressdo do tumor (KVIECINSKI Et al., 2008).
Os resultados obtidos foram expressos em percentual de inibicdo do
crescimento tumoral, determinados segundo a seguinte formula:

Inibi¢do do crescimento do tumor (%) = 100 — [(variagdo na
circunferéncia abdominal do grupo tratado x 100)/variacdo da
circunferéncia abdominal do grupo controlo].

3.4.2.1.2.3 Variacio do volume total de liquido ascitico e de
células compactadas

Todo o liquido ascitico foi retirado de cada animal e o volume
(em mL) foi medido utilizando tubos falcons graduados. O volume das
células compactadas (em mL) também foi anotado apos a centrifugagao
a 1000g/5min (KVIECINSKI Et al., 2008).

3.4.2.1.2.4 Avaliacio da viabilidade celular pelo método de
exclusio do corante Azul de Tripan

A atividade citotoxica in vivo foi avaliada pelo ensaio de
viabilidade celular pelo método de exclusdo do corante azul de tripan,
um corante que s6 penetra em células mortas (inviaveis), cujas
membranas sdo incapazes de exclui-lo. Este fendmeno permite estimar
indiretamente o grau de integridade da membrana celular (FRESHNEY,
1999). Apos a retirada do liquido ascitico dos animais, uma aliquota de
10uL do liquido ascitico foi incorporada a uma solugdo contendo 890uL
de salina e 100puL do corante azul de tripan (0,4%). Em seguida, a
viabilidade celular foi determinada utilizando uma camara de Neubauer,
avaliado por microscopio de luz branca. O percentual de células nao
coradas representa o indice de viabilidade celular, expressos na
propor¢do de células inviaveis/viaveis (STROBER, 1996).

3.4.2.1.2.5 Avaliacao da sobrevida dos animais

A sobrevivéncia dos animais foi determinada pelo numero de
morte em cada grupo num periodo de 30 dias, a contar do primeiro dia
de tratamento, usando para isto o método de Kaplan-Meier (GOEL,
KHANNA, KISHORE, 2010).
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3.4.2.1.3 Avaliacio do tipo de morte celular in vivo

A detecgdo citologica do tipo de morte celular foi realizada
através do método de coloracdo com Brometo de etidio/Laranja de
acridina (EtBr /LA, agentes intercalantes), possibilitando a diferenciagao
das células viaveis (verde) daqueles em processo de morte por apoptose
(laranja) ou necrose (vermelho intenso), tendo como base as alteragdes
morfologicas nucleares e citoplasmaticos.  Apos nove dias de
tratamento, aliquotas do liquido ascitico dos animais foram coletadas,
centrifugadas (10 min a 1000rpm) e ressuspensas em 500 pL de PBS.
Em seguida, 10 pL da solugdo corante (1:1) de EtBr (100 pg/mL) e
LA(100 pg/mL) foram adicionados a aliquotas de 25 pL de solugdes de
células (10°células/mL). Aliquotas destas células coradas foram
transferidas para laminas e cobertas com laminulas. Posteriormente,
procedeu-se a leitura da fluorescéncia no microscépio Olympus (modelo
BX41). Para cada amostra, 300 células foram contadas e fotografadas
para registro visual. Os resultados foram expressos como percentagem
de células viaveis, apoptdticas e necréticas (PARISOTTO et al, 2012,
McGAHON Et al., 1995).

3.4.2.1.4 Avaliacao do ciclo celular in vivo

A capacidade para interferir e/ou induzir a parada do ciclo celular
dos extratos de P. edulis f flavicarpa Degener foi analisada por
citometria de fluxo, em que a intensidade de fluorescéncia é diretamente
proporcional ao conteudo de DNA das células em cada fase do ciclo
celular (GO, GI, S, GII/ M) (DE NEIRA, 2003).

As células do fluido ascitico dos animais tratados com os extratos
(10, 100 e 200 mg/kg/dia) durante 9 dias, foram coletadas, lavadas com
solugdo salina e centrifugadas (10 min a 1000rpm). A seguir, as células
foram fixadas durante a noite em 200 mL de etanol (70%) a -20 °C, para
aumentar a permeabilidade da membrana celular ao iodeto de propidio
(PI), um fluorocromo que interage com DNA por intercalagdo nas
duplas hélices. No dia seguinte, as amostras foram lavadas (2x) para a
retirada do excesso de etanol e as células foram incubadas com a
solucdo de PI/RNAase durante 15 minutos sob temperatura ambiente no
escuro, antes de serem analisadas por citometria de fluxo. A solugdo de
PI contem RNAase no intuito de catalisar a degradacdo do RNA das
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células tumorais, prevenindo assim que o RNA seja marcado e interfira
no resultado do ensaio. O citometro de fluxo LSRFortessa (BD
Biosciences) foi utilizado para a mensuragdo da fluorescéncia e o
percentual de células em cada fase do ciclo celular. O resultado do
nimero de células versus fluorescéncia e a area sob os picos foram
analisados e calculados pelo software de fluxo 2.5.0 (DE NEIRA, 2003).

3.4.2.1.5 Avaliacio da atividade antiangiogénica in vivo

A atividade angioinibitoria ou antiangiogénica in vivo foi
realizada utilizando os animais inoculados com as células de TAE e
tratados com os extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener, durante nove
dias consecutivos. Os animais foram anestesiados com uma solucdo de
xilazina (15 mg/kg) e cetamina (90 mg/kg) administrado via
intraperitoneal (ip.) e sacrificados para o estudo da atividade
angioinibitoria dos extratos. A area e a densidade dos microvasos do
tumor na regido subcutinea do peritonio dos animais foram fotografadas
e quantificadas usando o software Image J. Os resultados foram
expressos como percentual de inibicdo da angiogénese em relacdo ao
grupo controle negativo (tratado somente com salina com 10,0%
DMSO) (BELAKAVADI, SALIMATH, 2005, AGRAWAL Et al.
2011).
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Figura 15. Estratégia experimental adotada para a investigagdo do potencial
citotoxico,

antiproliferativo,

hidroalcoodlico e supercritico de P. edulis f. flavicarpa Degener.
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3.5 Analises estatisticas

A andlise estatistica dos resultados obtidos foi realizada pelo

método de andlise de variancia one-way ANOVA complementada pelo

teste de Bonferroni ou Tukey-Kramer, quando apropriado, admitindo-se
um nivel de significancia de, no minimo, p < 0,05.
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4. RESULTADOS
4.1 Ensaios in vitro:

4.1.1 Efeito citotoxico dos extratos da P. edulis f. flavicarpa
Degener

Previamente a este presente estudo, a doutoranda Daniela A. de
Oliveira pertencente ao laboratorio LATESC realizou um estudo
profundo utilizando a P. edulis f. flavicarpa Degener, o qual apresentava
como foco principal a escolha das melhores condi¢Ges supercriticas e
convencionais para o reaproveitamento dos residuos do processamento
da espécie em questdo. Portanto, a partir deste estudo foram
selecionados cinco extratos da P. edulis /. flavicarpa Degener para dar
continuidade aos estudos, neste caso com o foco na atividade biologica
(antitumoral) apresentada por tais extratos.

Um dos parametros utilizados para indicar quantitativamente a
eficiéncia do processo de extracdo é o rendimento global (X), o qual é
definido como a quantidade de soluto extraido por meio de solventes nas
condi¢des de extracdo estabelecidas (OLIVEIRA, 2013).

Segundo Oliveira (2015), o extrato bruto obtido a partir da
maceragdo com etanol/H,O (1:1) (extrato hidroalcodlico) apresentou um
rendimento global igual 4 6,0%. Enquanto que as extragdes
supercriticas obtidas em diferentes condi¢des de pressdo (250 e 300bar)
a uma temperatura fixa (40°C) com e sem adi¢do de co-solvente (etanol
5%) alcangaram um rendimento global menor. Os extratos supercriticos
obtidos nas condi¢cdes de 250bar/40°C/C02, 300bar/4O°C/COZ,

250bar/4O°C/C02/ 5%etanol e 300bar/40°C/C0O2/5% etanol

apresentaram um rendimento global igual & 4,40%, 4,60%, 4,90% e
4,93%, respectivamente. Desta forma, ¢ possivel verificar uma diferenga
na quantidade de soluto extraido pela extracdo supercritica em
compara¢do a extragdo convencional (maceraggo).

Comparando as extragdes supercriticas, com e sem co-solvente
(etanol 5%) adicionado, ¢ possivel observar a ocorréncia de um ligeiro
aumento no rendimento global obtido, possivelmente devido ao aumento
na extragdo de compostos mais polares (DE OLIVEIRA Et al., 2010;
MORAES, 1997).

A adigdo de co-solvente (5% etanol) proporcionou uma
melhoria na citotoxicidade dos extratos. Os extratos (4) e (5)
apresentaram um Cls, de 320,63+1,15 e 291,07£16,15ug/mL,
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respectivamente, enquanto que os extratos (1), (2) e (3) apresentaram
um Clsp> 500 pg/mL (Tabela 4).

Em relagdo ao Clsg, quando se compara o extrato (4) com o
extrato (5) ocorreu uma diferenga estatistica significativa entre eles,
enquanto que em termos do rendimento global ndo apresentaram
diferenca estatistica. Portanto, como o extrato (5) demonstrou ter um
efeito citotoxico mais eficiente sobre as células de MCF-7 este foi o
escolhido para dar seguimento aos ensaios subsequentes.

Assim, as analises posteriores para o estudo da atividade
antitumoral da P. edulis f. flavicarpa Degener, foram realizadas através
do estudo comparativo entre o extrato bruto (extrato hidroalcodlico) e o
extrato supercritico (300bar/40°C/CO,/5% etanol) da torta de sementes
da P. edulis f. flavicarpa Degener, denominadas simplesmente como
EtOH e ESC.

Tabela 4. Citotoxicidade dos extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener (10 a
500 pg/mL) contra as células MCF-7, apos 72h de incubagio.

CI,,
(pg/mL)
EtOH (1) > 500
ESC (250bar/40°C/CO,) (2) > 500
ESC (300bar/40°C/CO,) (3) > 500
ESC (250bar/40°C/CO,/5% etanol) (4) 320,63 + 1,15 ***
ESC (300bar/40°C/C0O2/5% etanol) (5) 291,07 + 16,15 ***

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos como
Meédia = Desvio Padrdo dos valores de Cls, dos extratos da P. edulis f.
flavicarpa Degener. (***) Representam diferenca estatisticamente significativa
(p<0,001) entre os extratos (4) e (5). EtOH: Extrato hidroalcodlico; ESC:
Extrato supercritico.

4.1.1.1 Correlacio entre a caracterizacio fitoquimica dos
extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener e a citotoxicidade

A fim de caracterizar os extratos da P. edulis f. flavicarpa
Degener, foi realizada uma etapa preliminar utilizando a cromatografia
em camada delgada (CCD) com revelagdo sob a luz UV no
comprimento de onda de 365nm, com o intuito de verificar a presenca
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de compostos fluorescentes, alcaloides [-carbolinicos (alcaloides
harmanicos), tais como harmana ¢ harmina.

Segundo Rodrigues (2013), os alcaloides harmanicos sio
caracterizados por apresentarem uma forte fluorescéncia sob a luz UV,
sendo assim, podem ser detectados e identificados pelo surgimento de
manchas fluorescentes de cor azul arroxeada.

A analise preliminar por CCD indicou a presencga de compostos
fluorescentes (manchas fluorescentes de cor azul arroxeada) somente na
amostra referente ao extrato ESC, o que ¢ indicativo da presenca de
alcaloides harmanicos. Enquanto, que a amostra do extrato EtOH foi
negativa para a presenca de tais compostos (Figura 16).

Figura 16. Cromatografia de camada delgada dos extratos EtOH ¢ ESC da P.
edulis f. flavicarpa Degener, detec¢do UV (nm) sem tratamento quimico.

ESC EtOH

Nota: Onde ESC: Extrato supercritico (300bar/40°C/C0O2/5% etanol); EtOH:
Extrato hidroalcodlico.

Com isso, deu-se continuidade ao experimento utilizado
somente o extrato ESC (300bar/40°C/CO2/5% etanol). Apds a
centrifugacdo, o extrato ESC apresentou duas principais fragdes, uma
oleosa e outra solida. A fragdo sélida por sua vez se subdividia em duas
subfases (fragdo solida superior e fragdo solida inferior) (Figura 17).

Segundos dados da literatura, os alcaloides PB-carbolinicos
harmina e harmana apresentam algumas propriedades fisico-quimicas
distintas. O alcaloide harmana apresenta uma densidade igual & 1,252
g/cm® e o alcaloide harmina igual 4 1,35 g/cm?®. Adicionalmente, esses
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dois alcaloides B-carbolinicos também apresentam diferencas em relagédo
a solubilidade. O alcaloide harmana ¢é soluvel em n-hexano aquecida,
enquanto que o alcaloide harmina ¢ insolivel (VOGEL, 1983;
WAGNER, BLADT, 1996).

Tais dados corroboram com os resultados obtidos durante o
estudo fitoquimico, pois a fragdo solida superior apresentou-se soltvel
em n-hexano aquecida, enquanto que a frag@o solida inferior apresentou-
se insolivel em n-hexano aquecida, o que sugere que a fracdo solida
superior € constituida pelo alcaloide harmana e a fracdo sélida inferior é
constituida pelo alcaloide harmina (Figura 17).

Figura 17. Ilustragdo das fracdes obtidas apds o extrato supercritico da P. edulis
f- flavicarpa Degener (ESC, 300bar/40°C/CO2/5%etanol) ser submetido a
centrifugacdo.

Frag@o oleosa

Frag@o solida superior/soliivel em n-hexano aquecida

‘ Fragéo solida inferior/insoliivel em n-hexano aquecida

Apds a evaporagdo completa do n-hexano as duas subfases da
fracdo solida foram ressuspensas em metanol P.A. e submetidas a
analise espectrofotométrica UV-Visivel (Figura 18). Os espectros de
absorbancia obtidos foram comparados com dados da literatura.

A analise espectrofotométrica UV-Visivel confirmou a presenca
de alcaloides B-carbolinicos, obtendo-se dois alcaloides harméanicos,
identificados com sendo os alcaloides harmina (insoliivel n-hexano
aquecida) e harmana (solivel em n-hexano aquecida) Os picos de
maxima absor¢do foram registrados no Aups: 268, 279, 322 para
harmana e 281, 320, 325 para harmina (Figura 18).



67

Figura 18. Analise espectrofotométrica UV-Visivel dos compostos isolados do
extrato supercritico da P. edulis f  flavicarpa Degener (ESC,
300bar/40°C/CO2/5%etanol), (A) harmina e (B) harmana.
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Por fim, com o objetivo de melhor caracterizar os alcaloides [3-
carbolinicos harmina ¢ harmana isolados a partir da fracao solido do
extrato ESC (300bar/40°C/CO2/5% etanol), estes foram submetidos a
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espectroscopia de absor¢do no infravermelho com transformada de
Fourier (FIT-IR).

Conforme descrito na Tabela 2, os alcaloides B-carbolinicos
harmina e harmana apresentam uma grande similaridade em termos de
estrutura quimica devido a estes apresentarem o mesmo nucleo indélico.
A unica diferenga estrutural entre estes dois alcaloides B-carbolinicos ¢é a
presenca de um grupo metoéxi ou metoxilo (-O—CH; ou OCHj;) no
alcaloide harmina (ZERAIK Et al., 2010. PEREIRA, RODRIGUE,
YARIWAKE, 2014).

Os alcaloides B-carbolinicos harmina e harmana exibiram um
perfil de espectros de absor¢do no infravermelho bastante similar
(Figura 19). Contudo, no espectro do alcaloide harmina foi observada
uma banda em 1238,2 cm™, correspondente ao estiramento assimétrico
C-O-C do grupo metoxi (SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE,
2005). No espectro do alcaloide harmana ndo foi observado tal banda.
Este resultado estd em concordancia com os dados da literatura
referentes aos alcaloides harmina e harmana, sugerindo assim a presenca
de tais alcaloides no extrato ESC da P. edulis f. flavicarpa Degener
(ZERAIK Etal., 2010. PEREIRA, RODRIGUE, YARIWAKE, 2014)

Desta forma, avaliando os resultados referentes a densidade,
solubilidade, espectroscopia UV- Visivel e espectroscopia de absor¢do
no infravermelho é possivel sugerir que os dois compostos isolados a
partir da fracdo solido do extrato ESC da P. edulis f. flavicarpa Degener
foram os alcaloides B-carbolinicos harmina e harmana.
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Figura 19. Espectros de absor¢do no infravermelho dos alcaloides f-
carbolinicos harmina e harmana isolados do extrato supercritico da P. edulis f.
flavicarpa Degener (ESC, 300bar/40°C/CO2/5%etanol).
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A fim de averiguar se estes dois alcaloides harmanicos (harmina
¢ harmana) sdo os possiveis responsaveis pela atividade antitumoral do
extrato ESC ser mais eficaz que o extrato EtOH foi realizado o ensaio de
reducdo do MTT, utilizando as células de MCF-7 incubadas por 24h
com ambos os alcaloides (Tabela 5).

Ao analisar os resultados do rendimento do processo de
isolamento dos dois alcaloides com a citotoxicidade dos mesmos sobre
as células de MCF-7, observou-se que o alcaloide harmina, mesmo
apresentando um rendimento menor, igual a4 6,84%, exibiu uma
citotoxicidade maior do que o alcaloide harmana, que apresentou um
rendimento igual 4 93,16% obtidos a partir de 67,2mg de alcaloides B-
carbolinicos totais isolados do ECS. Visto que, o alcaloide harmina
apresentou um valor de CIL igual a 74,99+12,53 pg/mL, enquanto que o

alcaloide harmana obteve um Cls¢> 500 pg/mL, em 24hs de tratamento.

Este resultado nos sugere que o alcaloide harmina seja
possivelmente o responsavel pelo efeito antitumoral do extrato ESC ser
mais pronunciado que o extrato EtOH.
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Tabela 5. Rendimento do procedimento de isolamento de compostos a partir da
fracdo solida do extrato supercritico da P. edulis f. flavicarpa Degener (ESC,
300bar/40°C/CO2/5% etanol) versus citotoxicidade contra as células MCF-7,
apos 24h de incubagdo (1,0 a 500 pg/mL).

Rendimento dos CI50
isolados (%) (ng/mL)
Harmana 93,16 > 500
Harmina 6,84 74,99+12,53%**

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados
expressos como Média + Desvio Padrio dos valores de Clsy dos
alcaloides harmina e harmana. (***) Representam diferenca
estatisticamente significativa (p<0,001) entre eles.

4.1.2 Interacdo do CT-DNA com os extratos da P. edulis f.
flavicarpa Degener

Atualmente, na pratica clinica, o DNA ¢é um dos mais
importantes potenciais alvos terapéuticos anticancerigenos (CHEN et al,
2011), levando isto em consideragdo, foi avaliada a capacidade de
extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener em interagir com o DNA e
consequentemente causar dano ao mesmo.

Com isso, a interagdo DNA-extrato foi monitorizada ao longo
do espectro de UV-visivel determinando assim as alteragdes na
absorbancia e deslocamento do comprimento de onda maximo de
absor¢do. Pode-se ressaltar que qualquer variagdo espectral referente aos
extratos ¢ o CT-DNA supostamente viria da interacdo do extrato com o
CT-DNA (KELLY Etal., 1985).

Os espectros de varredura eletronica UV-visivel de ambos os
extratos nas concentragdes de 10 e 50 pg/mL com o CT-DNA (20uM)
(Figura 20) revelaram uma reducgdo da absortividade (hipocromismo)
dos mesmos, o que sugere a presenca de compostos em ambos o0s
extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener capazes de interagir com o
DNA.
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Figura 20. A capacidade de interagdo entre CT-DNA e EtOH ou ESC nas
concentragdes de 10 upug/mL (A) e 50 pg/mL (B), avaliada por
espectrofotometria de UV-Visivel.
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Nota: Onde DNA: DNA de timo de vitela; EtOH: Extrato hidroalcoolico; ESC:

Extrato supercritico (300bar/40°C/C0O2/5% etanol).
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A extensdo da hipocromismo (H%) das bandas dos extratos
EtOH e ESC (50 pg/mL) no comprimento de onda de 260nm, atingiu
23,91% e 12,23%, respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6. Extensdo de hipocromismo obtido a partir da interagdo entre CT-
DNA e os extratos de P. edulis f. flavicarpa Degener na concentragdo de 50
pg/mL.

Hipocromismo (H %)
EtOH 23,91
ESC 12,23
Nota: Onde EtOH: Extrato hidroalcodlico; ESC: Extrato supercritico
(300bar/40°C/CO2/5% etanol).

4.1.3 Interaciio por intercalacio dos extratos da P. edulis f.
flavicarpa Degener com o CT-DNA

A fim de descobrir como os compostos presente em ambos 0s
extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener interagem com o DNA, foi
realizado o ensaio de intercalagdo com EtBr (agente intercalante) e CT-
DNA.

Sabe-se que as substincias capazes de se intercalarem ao DNA
causam uma redugdo da quantidade de EtBr ligado ao DNA, com
respectiva diminui¢do na intensidade de fluorescéncia da amostra
(SREEDHARA, COWAN, 2001).

Ambos os extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener tiveram a
capacidade de diminuirem a intensidade de fluorescéncia das amostras
(Figura 21).
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Figura 21. A capacidade de intercalagdo de EtOH e ESC (10 e 50 pg/mL) no
CT-DNA, por meio de medi¢des de fluorescéncia.
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Nota: Onde (***) Representa diferenca estatisticamente significativa (p<0,001)
em comparagao com o grupo de controle negativo (CN). CT-DNA: DNA de
timo de vitela, CN: solugao de salina; EtOH: Extrato hidroalcoodlico; ESC:
Extrato supercritico (300bar/40°C/CO2/5%etanol); EtBr: Brometo de etidio.

Na concentragdo de 50pg/mL, os extratos EtOH e ESC causaram
a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia em 14,50% e 14,60%,
respectivamente, ndo apresentando diferenca estatistica entre eles.

Os resultados acima referidos estdo em concordancia com os
resultados obtidos através das constantes de extingdo da fluorescéncia
das amostras (Tabela 7), a constante de extingdo (Kvs) e a constante da
taxa de extingdo EtBr-DNA (Kq).

O extrato EtOH apresentou Kvs igual a 1,58x10” ¢ o Kq igual a
6,86x10'5, enquanto que o extrato ESC obteve 1,51)(10'3 da Kvs e
6,57x107 da Kq, ndo apresentando diferenca estatistica entre eles.

Assim, € possivel propor a presenca de compostos em ambos 0s
extratos capazes de se ligarem ao DNA por intercalagdo e,
consequentemente, causar a clivagem do DNA.
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Tabela 7. Parametros obtidos a partir da interacdo entre CT-DNA e os extratos
de P. edulis f. flavicarpa Degener na concentracao de 50 pg/mL.

Parimetros EtOH ESC
Diminuicio da fluorescéncia (%) 14,50 14,60
K, (10° pg/mL) 1,58 1,51
K, (10”° pg/mL/s) 6,86 6,57

Nota: Onde Kvs: constante de extingdo; Kq: constante da taxa de extin¢do EtBr-
DNA; EtOH: Extrato hidroalcodlico, ESC: Extrato  supercritico
(300bar/40°C/CO2/5%etanol).

4.1.4 Potencial inducio de danos diretos sobre o DNA
plasmidial

Apos verificar a presenga de possiveis compostos capazes de se
ligarem com o DNA por intercalagdo, foi investigada a capacidade dos
extratos de P. edulis f. flavicarpa Degener em causarem danos diretos ao
DNA plasmidial, promovendo a fragmentagdo ou clivagem do mesmo.
E sendo que as diferentes formas existentes do DNA plasmidial
possuem mobilidade/migracao eletroforética distintas umas das outras,
foi possivel a separacdo e identificacdo das mesmas em géis de
eletroforese (SREDDHARA, COWAN, 2001).

O aparecimento de bandas referente a forma circular aberta de
DNA (FHEtOHSOpg/mL = 59,81%, FIISFESOug/mL = 87,30%) (Figura 22)
causada por quebras de cadeias simples do DNA demonstra que ambos
os extratos apresentam atividade nucledsica. No entanto, ao se comparar
os dois extratos, o ESC demonstrou ter uma atividade nucleasica maior
que o extrato EtOH, pois o ESC proporcionou um aumento de 29,5% a
mais da forma circular aberta de DNA em compara¢do com extrato
EtOH.
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Figura 22. Avaliagdo da atividade nucleasica do EtOH e ESC (10 e 50 ug/mL)
pelo método de ensaio de danos direto ao DNA plasmidial.
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Nota: Onde (***) Representam diferenga estatisticamente significativa (p
<0,001) em compara¢do com o grupo de controle negativo (CN) e/ou um
extrato em relacdo ao outro. CN: tampao HEPES (DMSO 0,25%); EcoRI:
enzima de restricdo EcoRI; FI: forma superenovelada intacta; FII: forma
circular aberta (quebra de cadeia simples); FIII: forma linear (quebra da fita
dupla); CT-DNA:DNA de timo de vitela; EtOH: Extrato hidroalcodlico; ESC:
Extrato supercritico (300bar/40°C/C0O2/5% etanol).

Fato interessante, ¢ que ambos os extratos da P. edulis f
flavicarpa Degener na concentracdo de 10 pg/mL ndo tiveram a
capacidade de causarem clivagem do DNA, pois o DNA plasmidial
permaneceu 100% sob a forma superenovelada intacta (FI) (Figura 22).

Correlacionando estes resultados com os obtidos a partir do
ensaio de intercalagdo com EtBr pode-se observar que na concentragio
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de 10 pg/mL, mesmo que os compostos presentes em ambos 0s extratos
da P. edulis f. flavicarpa Degener intercalem com o DNA, nesta
concentracdo sdo incapazes de provocar a clivagem do DNA. O que
indica fortemente que a atividade nucledsica apresentada pelos dois
extratos ¢ concentra¢do dependente.

A enzima de restricdo EcoRI foi utilizada como controle
positivo, causando 36,50% de quebras de cadeia simples de DNA, que
resulta no surgimento da forma circular aberta (FII) e 38,50% de
quebras de cadeia dupla, que resulta no surgimento da forma linear
(FIII). Enquanto o controle negativo (somente o veiculo da reagdo)
apresentou-se 100% na forma superenovelada intacta (FI).

4.2 Ensaios in vivo:

4.2.1 Efeito dos extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener
sobre os parametros morfologicos

Para validar a atividade antitumoral demonstrada in vitro, foram
realizados ensaios in vivo, utilizando o modelo experimental do TAE,
caracterizado por ser um carcinoma agressivo, que cresce rapidamente e
tém sido amplamente citado na literatura para investigacdo de
propriedades antitumorais de varios possiveis novos candidatos de
agentes terapéuticos (FARIAS, 2012).

Ap6s a inoculagdo de células do TAE nos camundongos ocorre
rapidamente o desenvolvimento da ascite abdominal, o que leva ao
aumento exagerado de peso no animal portador do tumor e da
circunferéncia abdominal.

Avaliando-se a variacdo do peso dos animais, antes da
inoculagdo das células do TAE e no final do tratamento com os extratos
EtOH e ESC nas concentragdes de 10 e 200 mg/kg/dia observou-se uma
reducdo do peso dos animais, quando estes foram comparados com os
animais do grupo controle negativo, os quais foram tratados somente
com solucdo salina (DMSO 10,0%) (Tabela 8).
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Tabela 8. Efeito dos extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener sob os
parametros morfologicos dos animais inoculados com as células do TAE.

Variacdo  Volume Volume Proporcio
Tratamentos do peso deliquido de células de células
corporal  ascitico compactadas invidveis/células
(g (mL) (mL) viaveis

CN salina 11,42+£2,6 10,9019  2,20+0,5 0,010+ 0,01

EtOH 10 10,21+£2,0 7,17£1,4*%*  3,17+0,9 0,008+0,01
EtOH 200  0,71%1,6%* 6,70+2,2**  320+1,3 0,024+ 0,03*
ESC 10 8,89+0,6  9,37+2,6 4,25+0,6 0,014 +0,01

ESC 200 4,40+£2,3%** 6,0+£3,1%**  2,62+1,4 0,110+0,05%**

Os resultados sdo expressos como a Média + desvio padrdo, n = 6 (*, **, **%*)
representam diferenga estatisticamente significativa (p<0,05; p<0,01; p<0,001)
em comparacdo com o grupo de controle negativo (CN). CN: solugdo salina
(DMSO 10,0%); EtOH: Extrato hidroalcodlico; ESC: Extrato supercritico
(300bar/40°C/C0O2/5% etanol).

Em ambos os casos, extratos EtOH e ESC, 200 mg/kg/dia foi a
concentragdo que causou maior redu¢do da variagdo do peso dos
animais. Contudo, dos tratamentos testados aquele que causou o maior
percentual de reducdo da medida de variagdo do peso foi o tratamento
com ESC (200 mg/kg/dia) com 4,4+2,3%.

A redugdo no peso dos animais pode estar relacionada a
diminui¢ao do tamanho do tumor, o que sugere uma possivel atividade
antitumoral dos tratamentos, com especial destaque, o extrato ESC.

Considerando-se que o liquido ascitico (meio onde as células do
TAE crescem em suspensao) ¢ a fonte nutricional direta para as células
tumorais. Um aumento rapido no volume do liquido ascitico pode ser
um meio para satisfazer os requisitos nutricionais de tais células
(GUNTHER, 2013; FARIAS, 2012). Sendo assim, uma diminui¢do do
liquido ascitico pode provocar uma diminui¢ao do crescimento da massa
tumoral.

Ambas as concentragdes utilizadas no tratamento dos animais
(10 e 200 mg/kg/dia) foram capazes de diminuir significativamente o
volume de liquido ascitico, dessa forma, podendo-se correlacionar o
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desenvolvimento de menor volume de liquido ascitico com um provavel
efeito antitumoral de ambos os extratos (Tabela 8).

Outro pardmetro morfologico avaliado foi o volume de células
compactadas obtidas apds centrifugacdo. Ao se comparar o volume de
células compactadas obtido dos animais tratados (EtOH/ESC, 10 e 200
mg/kg/dia) com os do controle negativo ndo se observou diferenca
estatistica entre eles (Tabela 8).

Um dos métodos tradicionais para avaliar a viabilidade celular é
o método de exclusio do corante azul de tripan, que permite a
diferenciacdo das células viaveis dos invidveis, pois o azul de tripan ¢
um corante que s6 penetra em células mortas (inviaveis), cujas
membranas ndo podem mais o excluir, mostrando-se entdo coloridas
(FRESHNEY, 1999).

A partir disso, foi possivel a determinagdo da propor¢do de
células inviaveis/células viaveis (Tabela 8), observando-se que ambos 0s
extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener (200 mg/kg/dia) aumentaram
significativamente esta proporcdo em relacdo ao controle negativo,
demonstrando um aumento na propor¢do de células inviaveis. No
entanto, o extrato ESC demonstrou ter um maior efeito citotoxico sobre
as células do TAE, quando comparado com o extrato EtOH.

Em suma, os dois extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener
diminuiram a variagdo do peso corporal e o volume de liquido ascitico;
e aumentaram a propor¢ao de células inviaveis em relagdo as células
viaveis, o que sugere que ambos os extratos apresentam atividade
antitumoral in vivo, destacando-se o extrato ESC apresentou os
melhores resultados até este ponto do trabalho.

4.2.1.1 Efeito dos extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener
sobre o crescimento tumoral

Segundo Gunther Et al. (2013), o crescimento tumoral esta
diretamente relacionada com a proliferagdo celular ¢ o tamanho do
tumor (volume do tumor). Desta forma, a inibicdo do crescimento
tumoral foi estimada a partir da medi¢do da circunferéncia abdominal
(cm) dos animais, antes da inoculacdo das células de TAE (dia zero) e
no final do experimento (dia 10), avaliando assim a regressdo ou
inibi¢do tumoral.

Comparando-se os resultados dos animais tratados com os
controles negativos observou uma redugdo significante na variagdo da
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circunferéncia abdominal e, consequentemente, da proliferagdo celular e
do tamanho do tumor, ou seja, ambos os extratos foram capazes de
inibir o crescimento tumoral (Figura 23).

Ao se comparar os dois extratos (EtOH versus ESC), observa-se
uma diferenga estatisticamente significativa entre eles. Os extratos
EtOH e ESC na concentragdo de 10 mg/kg/dia, inibiram o crescimento
tumoral em 13,24 + 1,46% e 23,59 + 4,88%, respectivamente. Enquanto
que na concentragdo de 200 mg/kg/dia, os extratos EtOH e ESC
inibiram o crescimento tumoral em 27,32 £+ 5,19% e 48,45 + 7,19%,
respectivamente. Esses resultados demonstram que o extrato ESC
apresenta um maior efeito inibitdrio sobre o crescimento tumoral e
sendo assim apresenta um efeito antitumoral mais eficaz, pois o extrato
ESC reduziu o crescimento do tumor em quase 21% a mais do que o
EtOH.

Figura 23. Inibigdo do crescimento do tumor apds o tratamento com os extratos
EtOH e ESC (10 e 200 mg/kg/dia), com base na variacdo da circunferéncia
abdominal.
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Os resultados sdo expressos como a Média + desvio padrdo, n = 6. (¥*¥)
representam diferenga estatisticamente significativa (p <0,001) em comparagao
com o grupo de controle negativo (CN) e/ou um extrato em relagdo ao outro.
CN: solugdo salina (DMSO 10,0%); EtOH: Extrato hidroalcodlico; ESC:
Extrato supercritico (300bar/40°C/C0O2/5% etanol).
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4.2.1.2 Efeito dos extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener
sobre a sobrevida dos animais

O prolongamento do tempo de vida dos animais é um dos
critérios mais confidveis para julgar a eficacia de qualquer farmaco
antitumoral (CLARKSON, BURCHENAL, 1965).

A probabilidade de sobrevivéncia dos animais tratados com
EtOH e ESC foi estimada utilizando o método de Kaplan-Meier (Figura
24), uma forma simples de se calcular a fracdo de individuos/animais
vivos por certo periodo de tempo (GOEL, 2010), por exemplo, durante e
apos o tratamento com EtOH e ESC (30 dias).

Figura 24. Taxa de sobrevivéncia dos animais (n=6) tratados com EtOH e ESC
(10 e 200 mg/kg/dia) e observados por 30 dias, de acordo com o método de
Kaplan-Meier.
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Nota: Onde CN: solugdo salina (DMSO 10,0%); EtOH: Extrato hidroalcoodlico;
ESC: Extrato supercritico (300bar/40°C/C0O2/5% etanol).

Observando os resultados, verifica-se claramente o aumento da
probabilidade de sobrevivéncia dos animais tratados com ESC, em
comparacdo com os tratados com EtOH e os tratados somente com
solucdo salina contendo 10,0% de DMSO (controle negativo). Os
animais tratados com ESC na concentragdo de 200 mg/kg/dia
apresentaram 12,0% de probabilidade de estarem vivos em 30 dias, a
contar do primeiro dia de tratamento, enquanto que os tratados com
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EtOH e o grupo controle negativo nao excederam 17 e 13 dias de vida,
respectivamente.

Contudo, na concentragdo de 10 mg/kg/dia, ambos os extratos
da P. edulis f. flavicarpa Degener ndo apresentaram um bom efeito
sobre a sobrevida dos animais tratados, pois a sobrevida desses animais
nao ultrapassou os 14 dias de vida, o que nos sugere que o efeito dos
extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener depende da dose utilizada, ou
seja, € um efeito dose-dependente.

Os resultados obtidos estdo em concordancia com o resultado
da inibicdo do crescimento tumoral, pois o extrato que demonstrou
maior poder de inibi¢do sobre o crescimento tumoral foi o que mais
aumentou a probabilidade de sobrevivéncia dos animais.

Com isso, ¢ possivel afirmar que o extrato ESC foi mais ativo
que o extrato EtOH em combater o tumor, pois foi o extrato que
apresentou melhor efeito sobre os pardmetros morfologicos,
demonstrado possuir um efeito antitumoral mais significativo e eficaz
que o extrato EtOH.

4.2.2 Tipo de morte celular induzido pelos extratos da P.
edulis f. flavicarpa Degener

Para avaliar o tipo de morte celular induzido pelos extratos da
P. edulis f. flavicarpa Degener, utilizou-se a concentragdo que até esse
ponto dos experimentos vinha apresentando os melhores resultados, 200
mg/kg/dia.

As células do TAE foram coradas com uma solugédo de EtBr/LA
e visualizadas por microscopia de fluorescéncia, permitindo, dessa
forma, a diferenciacdo das células viaveis (verde brilhante) daqueles em
processo de morte celular por apoptose (laranja) ou necrose (vermelho
intenso) (McGAHON Et al., 1995 ).

Ambos os extratos da P. edulis f flavicarpa Degener
aumentaram a frequéncia de células apoptdticas (células ndo viaveis) em
comparacdo com o controle negativo, enquanto que diminuiam o
numero de células viaveis (Figura 25).
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Figura 25. Morfologia das células de TAE e o tipo de morte celular induzido
por EtOH (B) e ESC (C) (200 mg/kg/dia), em comparagdo com o controle
negativo (A), avaliadas pelo método de coloracdo com EtBr/LA e visualizadas
por microscopia de fluorescéncia.
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Coloracdo verde e laranja denotam células viaveis e células em apoptose,
respectivamente. (**, ***) representam diferenca estatisticamente significativa
(p<0,01 e p<0,001) em comparagdo com o grupo de controle negativo (CN)
e/ou um extrato em relagdo ao outro. CN: solugdo salina (DMSO 10,0%);
EtOH: Extrato hidroalcoolico; ESC: Extrato supercritico
(300bar/40°C/CO2/5%etanol).

O controle negativo apresentou 79,75% de células vidveis, ao
passo que os extratos EtOH e ESC foram capazes de diminuir a
frequéncia de células viaveis a 68,29% e 51,46%, respectivamente.

O ESC reduziu significativamente a frequéncia de células
viaveis, atingindo um valor de 28,29% a menos de células vidveis em
relagdo ao controle negativo, enquanto que o extrato EtOH ndo mostrou
diferenca estatistica em relag@o ao controle negativo.
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Ambos os extratos foram capazes de aumentar a frequéncia de
células apoptéticas em comparagdo com o controle negativo (20,25%),
especialmente o ESC que aumentou significativamente as células
apoptoticas (48,22%) em comparacdo com extrato EtOH (30,57%).

Além disso, quando se compara os dois extratos da P. edulis f.
flavicarpa Degener em relagdo a frequéncia de células em apoptose, ha
uma diferenca estatistica bem significativa entre eles.

O extrato ESC aumentou 17,65% a mais a frequéncia de células
em apoptose, em comparagdo com o extrato EtOH, demonstrando ter
um efeito pro-apoptdtico mais eficaz. Curiosamente, nenhum dos
tratamentos, incluindo o controle negativo, observou-se a presenca de
células necroéticas.

4.2.3 Efeito dos extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener
sobre o ciclo celular

Ap6s verificar que ambos os extratos da P. edulis f. flavicarpa
Degener aumentam a inibicdo do crescimento tumoral (Figura 23),
provavelmente devido a inibicdo da proliferagdo das células do TAE,
deu-se seguimento a investigagdo do efeito dos mesmos sobre o ciclo
celular, utilizando a concentragao de 200 mg/kg/dia (Figura 26).
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Figura 26. Percentagem de células em GO, G1, S e G2/M, apoés tratamentos
com EtOH e ESC (200 mg/kg/dia), analisadas por citometria de fluxo.
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Nota: Onde (**, ***) representam diferenca estatisticamente significativa
(p<0,01 e p<0,001) em comparacdo com o grupo de controle negativo (CN).
CN: solucdo salina (DMSO 10,0%); EtOH: Extrato hidroalcodlico; ESC:
Extrato supercritico (300bar/40°C/C0O2/5% etanol).

A distribuicdo das células tratadas com os extratos EtOH e ESC
em cada fases do ciclo celular foi comparada com o grupo controle
negativo que, por sua vez, apresentou 25,35% de células na fase GO,
49,18% na fase G1, 11,12% na fase S e 14,33% na fase G2/M.

O numero de células tratadas com EtOH e ESC na fase G1 foi
reduzido a 42,99% e 34,04%, enquanto que nimero de células na fase
G2/M foi aumentada para 18,68% e 21,44%, respectivamente. Como
ambos os extratos diminuiram o namero de células na fase Gl e
aumentaram na fase G2/M, o que sugere um bloqueio do ciclo celular na
fase G2.
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Contudo, além do extrato ESC aumentar o nimero de células na
fase G2/M, ele também aumenta o namero de células na fase GO
(29,91%), sugerindo a ocorréncia de um possivel atraso na fase Gl
devido as células ficarem presas na fase GO, e ndo entrarem na fase G1-
ps (GI-pré-Sintese), induzindo, assim, uma senescéncia celular, que
consequentemente evita a entrada das células tumorais na fase S.

O extrato EtOH também aumenta o percentual de células na
fase GO, mas ndo ao ponto de demonstrar diferenga estatistica, o que nao
exclui o fato de que um aumento na sua concentragdo poderia melhorar
o seu efeito em induzir a senescéncia celular.

Assim, é possivel sugerir que, ambos os extratos da P. edulis f.
flavicarpa Degener provocam um atraso na fase G1, por indugdo da
senescéncia, e bloqueiam o ciclo celular em G2. Tais resultados
sugerem um provavel efeito antiproliferativo de ambos os extratos da P.
edulis f. flavicarpa Degener. Contudo, o extrato ESC apresenta um
maior efeito bloqueador sobre ciclo celular, sugerindo um maior efeito
antiproliferativo.

4.2.4 Atividade antiangiogénica dos extratos da P. edulis f.
flavicarpa Degener

Sabe-se que a supressdo da disponibilidade de oxigénio e
nutrientes para as células tumorais, por meio da redugdo ou inibigdo da
angiogénese/neovascularizagdo, afeta o crescimento e a proliferacdo
celular, além de contribuir para a ocorréncia de morte celular e
diminui¢cdo da probabilidade de metastases (JAKOBISIAK, LASEK,
GOLAB, 2003; ADORNO, 2008). Assim, avaliamos a atividade
antiangiogénica de ambos os extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener,
pela medigdo da area e densidade de microvasos na regido subcutinea
do peritonio dos animais (Figura 27).
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Figura 27. Atividade antiangiogénica dos extratos EtOH e ESC (10 e 200
mg/kg/dia), com base na contagem de microvasos.
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Os resultados sdo expressos como a Média + desvio padrdo, n = 6. (¥*¥)
representam diferenga estatisticamente significativa (p <0,001) em comparagao
com o grupo de controle negativo (CN) e/ou um extrato em relagdo ao outro.
CN: solugdo salina (DMSO 10,0%); EtOH: Extrato hidroalcodlico; ESC:
Extrato supercritico (300bar/40°C/C0O2/5% etanol).

Os dois extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener nas
concentragdes 10 e 200 mg/kg/dia causaram inibi¢do da angiogénese
quando comparados com o controle negativo (0% de inibigdo),
demonstrando que ambos os extratos apresentam um efeito
angioinibitdrio ou antiangiogénica.

Comparando-se um extrato com o outro, observa-se que na
concentracdo de 10 mg/kg/dia ambos os extratos aumentaram a inibigao
da angiogénese em 30,0 +4,60% e 60,0 +4,24%, respectivamente,
apresentando diferenca estatistica significativa entre eles.

Enquanto, que na concentragdo de 200 mg/kg/dia, tanto o
extrato EtOH como o ESC, também aumentaram a inibicdo da
angiogénese para 82,0 +1,71% e 90,0 +1,41%, respectivamente, porém
ndo apresentando diferenca estatistica entre eles.
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5. DISCUSSAO

O cancer ¢ uma das principais doencas responsaveis pelo
aumento da morbidade e mortalidade mundial. Este fato se deve em
parte ao aumento da expectativa de vida da populagdo mundial que
ocorreu nas ultimas décadas em consequéncia da redugdo na
mortalidade infantil e mortes por doencas infecciosas, além do grande
progresso cientifico e tecnologico decorrente do avango das ciéncias
biologicas e médicas (INCA 2014). E como ja é de conhecimento geral,
a carcinogénese (aquisicdo progressiva de multiplas anormalidades
genéticas e epigenéticas) € um processo lento que pode levar anos até o
surgimento de sintomas clinicos. Por isso, o cancer se caracteriza como
uma doengca do envelhecimento (PELLICANO, MUKHERIJEE,
HOLYOAKE, 2014).

Apesar dos significativos progressos alcancados na medicina
tanto no diagnostico precoce quanto nas estratégias terapéuticas, o
tratamento do cancer ainda apresenta varias dificuldades, pois as
terapias disponiveis atualmente estdo frequentemente associadas a
elevada toxicidade, baixa especificidade e a ocorréncia de
multirresisténcia aos farmacos antitumorais (MDR), o que evidencia a
necessidade da busca por novas alternativas medicamentosas com maior
seletividade e consequentemente diminuindo o risco da ocorréncia de
efeitos adversos (JENDIROBA Et al., 2002; ALMEIDA Et al., 2005).

Dentro desse contexto as plantas medicinais (fonte riquissima
de moléculas com atividade biologicas importantes) tém despertado
grande interesse no tratamento do cancer. Sabe-se que 70% dos
farmacos antitumorais utilizados na clinica sdo derivados direta ou
indiretamente de plantas, como é o caso dos alcaloides da vinca
(vincristina e vimblastina) (KVIECINSKI, 2011; PARISOTTO, 2011).

Assim, o presente estudo objetivou avaliar comparativamente o
efeito citotoxico, antiproliferativo, antitumoral e antiangiogénico dos
extratos hidroalcoolico e supercritico de P. edulis f. flavicarpa Degener,
uma vez que existem relatos na literatura que indicam que esta planta e
alguns de seus compostos bioativos teriam atividade antitumoral
(INGALE, HIVRALE, 2010; GOMEZ Et al., 2010; DEVAKI Et al,,
2011; ZERAIK Etal., 2011).

Para o desenvolvimento do presente trabalho foram escolhidas
duas linhagens de células cancerigenas humanas, as células MCF-7
como o modelo in vitro de cancer de mama e as células da TAE como o
modelo in vivo, uma vez que tais células (linhagem celular murina)
surgiram a partir de uma das varias linhagens do carcinoma de Ehrlich,
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provenientes de tumores epiteliais origindrios de glandulas mamarias
(GUPTA Etal., 2004).

Como ja citado anteriormente, o cancer é considerado uma
doenga celular caracterizada por um descontrole em varios mecanismos
celulares importantes, como a perda da regulagdo dos mecanismos de
controle do ciclo celular, proliferagio e morte celular (DE NEIRA,
2003; INCA 2014). Estas caracteristicas apresentadas pelas células
tumorais sdo normalmente utilizadas como provaveis alvos de estudo
para o desenvolvimento de novos farmacos antitumorais com o objetivo
de bloquear o ciclo biologico da progressao tumoral. Levando isso em
consideragdo, o presente estudo avaliou a citotoxicidade, o tipo de morte
celular, a capacidade de induzir bloqueio do ciclo celular, a interagdo
com CT-DNA, a atividade nucleasica, a atividade antitumoral e efeito
antiangiogénico in vivo de extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener.

Inicialmente, foi feita uma triagem com cinco extratos P. edulis
f. flavicarpa Degener levando-se em conta dois pardmetros: o
rendimento global (eficiéncia do processo de extragdo) e a
citotoxicidade destes sobre as células MCF-7, dado pelo o valor do Cls,.
A partir dos resultados obtidos foi possivel observar a existéncia de uma
relagdo entre o rendimento e a Cls.

O extrato EtOH (1) alcangou um rendimento global maior do
que as fragdes supercriticas (2, 3, 4, 5), este resultado que ja era
esperado, pois a extragdo convencional por ser uma extragdo menos
seletiva e mais ampla do que a extragdo com o fluido supercritico extrai
uma variedade maior de compostos, inclusive impureza. Enquanto, que
a extragdo com o fluido supercritico é caracterizada pela sua alta
seletividade conferida pela utilizagdo de parametros ideais para as
diferentes variaveis que influenciam tal extra¢do, principalmente a
temperatura, pressdo, tempo de extragdo, tipo e percentagem de co-
solvente, entre outros, o que melhora significativamente o poder de
extragdo para certos compostos de interesse. Assim sendo, o rendimento
da extracdo com o fluido supercritico pode ter sido menor que a
extragdo convencional, pelo fato de que os solutos que foram extraidos a
partir da matéria-prima vegetal foram os que apresentavam
caracteristicas moleculares especificas que permitia o seu arraste pelo
meio de extracdo (CO;), excluindo assim a extragdo de certos
compostos, por exemplo, compostos com agdo citoprotetoras e
impurezas.

Entre as extragdes supercriticas, a adi¢do de 5% de etanol como
co-solvente levou a um ligeiro aumento no rendimento das extragdes
supercriticas, podendo estar relacionado com a mudanga de polaridade
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do fluido supercritico (CO;), aumentando o seu poder de arraste e
solvatacdo em relagdo aos compostos polares.

No que diz respeito aos resultados de Cls, dos cinco extratos da
P. edulis f. flavicarpa Degener observa-se um aumento da citotoxicidade
dos extratos (4) e (5) em comparacdo aos restantes extratos (Tabela 4).
Provavelmente, esta maior citotoxicidade esteja relacionada a adi¢ao de
5% de etanol, aumentando a extragdo de compostos polares, pois muito
destes compostos polares sdo descritos na literatura como sendo
detentoras de certas atividades farmacoldgicas importantes (MORAES,
1997). Portanto, a adicdo de modificadores de polaridade orgénicos (co-
solvente) no processo de extragdo supercritica, muitas vezes torna-se
relevante para a seletividade de compostos com atividade citotoxica.

Michelin e colaborados (2011), obtiveram resultados similares
ao estudarem a atividade antimicrobiana dos extratos supercriticos da
Cordia verbenacea, demonstrando que o uso de 5 a 8% de etanol como
co-solvente, levou a uma redugdo nos valores do Clsp aumentando assim
o efeito antimicrobiano dos extratos supercriticos em comparagdo com
os obtidos sem a adi¢gdo de um co-solvente, durante o processo de
extragdo realizado nas mesmas condi¢cdes de temperatura e pressao. O
que sugere que o uso de maiores quantidades de co-solvente, por
exemplo, concentragdes de 8 a 10% de etanol, poderia proporcionar uma
maior citotoxicidade dos extratos supercriticos da P. edulis f. flavicarpa
Degener, melhorando, assim os resultados Cls, obtidos.

Também ¢ importante observar que possivelmente este maior
efeito citotoxico sobre as células tumorais apresentado pelo ESC se deve
as vantagens apresentadas pelo proprio processo de extragdo
supercritico, nomeadamente a alta seletividade e pureza na obtencdo de
produtos, para além da adi¢do do co-solvente (HERRERO Et al., 2009),
0 que estaria em acordo com os resultados dos estudos realizados por
Kviecinski Et al. (2011) e Parisotto Et al. (2012), em que se verificou
uma melhoria na atividade biologica (citotoxicidade in vitro e a
atividade antitumoral in vivo) de extratos de Bidens pilosa e Cordia
verbenacea obtidos por extragdo com o fluido supercritico em
comparacgdo com a extragdo convencional.

Apos avaliar os resultados obtidos observou-se que o extrato (5),
ESC (300bar/40°C/CO /5% etanol), apresentava um efeito citotoxico

maior sobre a linhagem tumoral MCF-7, em comparag@o com os outros
extratos. Sendo assim, esse extrato foi o escolhido para dar seguimento
aos experimentos, comparando-se os resultados obtidos in vitro e in vivo
com os do extrato (1), EtOH.
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A fim de esclarecer melhor os resultados de citotoxicidade
apresentados pelos extratos EtOH e ESC da P. edulis f. flavicarpa
Degener, foi realizada a caracterizagdo fitoquimica de ambos os
extratos, em que detectou-se e identificou-se dois alcaloides p-
carbolinicos (alcaloides harmanicos) no extrato ESC, os alcaloides
harmina e harmana (Figura 16, 17, 18 e 19). Curiosamente no extrato
EtOH ndo se observou a presenca de tais compostos (Figura 16). E
importante ressaltar que de acordo com a literatura estes dois alcaloides
presentes na P. edulis f. flavicarpa Degener estdo caraterizados entre os
principais compostos bioativos dessa planta responsaveis pelas
atividades antiproliferativa e antitumoral (CHEN Z Et al., 2011;
SARKAR, BHADRA, 2014; SARKAR, PANDYA, BHADRA, 2014).

Posteriormente, foi realizado o ensaio de reducdo do MTT,
utilizando as células de MCF-7 tratadas por 24h com ambos os
alcaloides harmanicos (harmina e harmana) isolados a partir do extrato
ESC, sendo verificado, que o alcaloide harmina ¢ mais citotoéxico que o
alcaloide harmana (Tabela 5), o que sugere que a harmina seja o
possivel composto responsavel pela atividade antitumoral do ESC.
Porém, ndo se descarta o fato de que um aumento no tempo de
exposicdo das células ao alcaloide harmana poderia possivelmente
aumentar seu efeito citotéxico. Além disso, a uma grande possibilidade
da ocorréncia de um efeito sinérgico entre estes dois alcaloides ou destes
em relagdo aos demais compostos presentes no ESC.

Sabe-se, que um grande nimero de quimioterapicos utilizados
atualmente na terapéutica é constituido de compostos que interagem
diretamente com o DNA ou previnem o relaxamento adequado do DNA
(através da inibi¢dao da topoisomerase), consequentemente, conduzindo a
danos extensos ao DNA das células, o que pode desencadear um
processo de apoptose, levando a célula a morte (GOWDA et al, 2014;.
PALCHAUDHURI, HERGENROTHER, 2007). Assim, na tentativa de
investigar preliminarmente o mecanismo de citotoxicidade induzido
pelos extratos EtOH e ESC, foi avaliada a acdo desses sobre o CT-DNA
e DNA plasmidial.

A avaliagio da interacdo dos extratos da P. edulis f. flavicarpa
Degener nas concentragdes de 10 e 50 pg/mL com o CT-DNA (20uM),
revelou uma variagdo no espectro de varredura UV-visivel de ambos os
extratos com o CT-DNA (Figura 20), ocorrendo uma reducdo de
absortividade das amostras, ou seja, hipocromismo. Porém, a extensao
da hipocromismo (H%) das bandas dos extratos EtOH e ESC (50
pg/mL) a 260nm atingiram valores distintos (Tabela 6). O extrato ESC
apresentou um valor de H% menor que o extrato EtOH. Esses resultados
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sugerem que em ambos os extratos hd compostos capazes de ligarem ou
interagirem com o DNA, mas em proporg¢des diferentes.

Devido a ocorréncia de efeito hipocromico entre CT-DNA e
extratos, ¢ provavel que a interagdo entre os compostos presentes em
ambos os extratos e o CT-DNA seja devido a ligagdo direta destes com
o DNA por intercalacdo ou somente por ligagdo aos sulcos.

Segundo GOWDA Et al. (2014), a intercalagdo envolve a
inser¢do de uma molécula planar entre pares de bases de DNA, o que
resulta em uma diminui¢do na tor¢do helicoidal e no alongamento do
DNA, conduzindo a uma altera¢do conformacional no DNA.

O brometo de etidio (EtBr) é uma molécula catidnica capaz de
interagir com polinucleotideos, como o DNA, por intercalacdo. Sendo
amplamente utilizado em ensaios moleculares devido ao fato deste
composto apresentar fluorescéncia e que quando ligado ao DNA ocorre
um aumento das emissdes de fluorescéncia deste em 24 vezes
(HELLER, GREENSTOCK, 1994; PALCHAUDHUR]I,
HERGENROTHER, 2007). Assim, a intensidade de fluorescéncia de
solugdes CT-DNA apds atingir o ponto de saturacdo com EtBr foi
determinada na auséncia e na presenca dos extratos EtOH e ESC. Onde
observou-se uma diminuicdo na intensidade de fluorescéncia das
amostras contendo os extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener quando
comparados com o controle negativo (solucdo salina) (Figura 21). Tal
resultado sugere que ambos 0s extratos apresentam compostos capazes
de intercalarem o DNA, desta forma, causando uma reducdo na
quantidade de moléculas de EtBr ligados ao DNA devido a uma
competicdo pelos mesmos sitios de ligacdo, consequentemente
deslocando as moléculas de EtBr dos seus sitio de ligacdo, assim,
diminuindo a fluorescéncia das amostras. Este resultado estd em
concordancia com os dados obtidos pela constante de extingdo de
fluorescéncia (Kvs) e constante da taxa de extingdo EtBr-DNA (Kq)
(Tabela 7). O que comprova a ocorréncia de uma extingdo de
fluorescéncia devido a diminuicdo da emissdo de fluorescéncia e do
tempo de duragdo da fluorescéncia das moléculas de EtBr (HELLER,
GREENSTOCK, 1994).

Avaliando os resultados apresentados nas Tabelas 6 ¢ 7 foi
possivel observar que ambos os extratos nao apresentaram diferenca
estatistica entre eles em relagdo a intensidade de fluorescéncia e
eficiéncia de extin¢do de fluorescéncia, dada pelas constantes Kvs e Kq.
Contudo, hd uma diferenca de quase duas vezes na extensdo da
hipocromismo, onde EtOH atingiu 23,91% e o ESC atingiu 12,23%,
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comprovando novamente o potencial seletivo da extragdo com o fluido
supercritico.

Visto que, a extragdo convencional (maceragdo, EtOH) por se
tratar de uma extracdo menos seletiva, a quantidade final de soluto
extraido tem uma diversidade maior de compostos com caracteristicas
moleculares diferenciadas e distintas, o que possivelmente possibilita a
ocorréncia de mais de uma forma de interagdo destes compostos com o
CT-DNA, podendo ocorrer simultaneamente intercalacdo e ligagdo aos
sulcos. Enquanto que, a extragdo com fluido supercritico realizadas nas
condi¢des de extragdo pré-determinadas (300bar/40°C/CO2/5% etanol)
proporcionou a obtengdo de um extrato (ESC) com uma maior
seletividade para certos compostos com caracteristicas moleculares
especificas, conferindo a estes a capacidade de interagir com o CT-DNA
somente por intercalacdo.

Em outras palavras, é possivel sugerir que o extrato EtOH teria
compostos capazes de interagir com o CT-DNA por intercalagdo e
ligagdo aos sulcos, enquanto que os compostos presentes no extrato ESC
possivelmente interagem com o CT-DNA somente por intercalagdo,
como ¢ o caso dos alcaloides B-carbolinicos. Assim, explicando a
diferenca dos resultados obtidos pela extensdo de hipocromismo em
compara¢do com a diminui¢do da intensidade de fluorescéncia obtido
pelo ensaio de intercalagdo com EtBr e CT-DNA.

As moléculas intercaladoras de DNA, em geral, apresentam
atividade nucledsica e causam estresse oxidativo ao DNA e, por
conseguinte, promovem sua clivagem. Dessa forma, desencadeando
uma cascata de eventos que conduzem a morte celular
(PALCHAUDHURI, HERGENROTHER, 2007).

Neste contexto, a capacidade dos extratos da P. edulis f.
flavicarpa Degener em provocar danos ao DNA, a ponto de cliva-lo
(atividade nucleésica), foi investigada. Para isso, foi realizado o ensaio
de dano direto ao DNA para detec¢do das diferentes formas de DNA
plasmidial existentes, ou seja, a forma superenovelada intacta (FI, sem
quebras), a circular aberta (quebra simples de cadeia, FII) e a linear
(quebra de fita dupla, FIII) que indicam o grau de conservagdo e/ou
dano a este acido nucleico (SREDDHARA, COWAN, 2001).

Ambos os extratos apresentaram a capacidade de induzir danos
ao DNA por promoverem quebras simples das cadeias, comprovada
pelo aparecimento de bandas eletroforética referentes a forma FII do
DNA (Figura 22). O que sugere a presenca de compostos capazes de se
ligarem ao DNA por intercalagdo e, consequentemente, causar clivagem
do mesmo, ou seja, ambos os extratos apresentam atividade nucleésica.
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Porém, os dois extratos somente apresentaram atividade nucleasica na
concentracdo de 50 pg/mL (Figura 22), sugerindo que a atividade
nucledsica apresentada por ambos os extratos ¢é concentragdo
dependente. Entretanto, ¢ importante ressaltar que o ESC (50 pg/mL)
apresentou uma atividade nucleasica maior que o extrato EtOH.

Uma variedade de componentes bioativas da espécie P. edulis
tém sido descritos na literatura, tais como alcaloides, flavonoides,
fendis, glicosideos, compostos cianogénios e acidos organicos (PATEL
Etal., 2011, ZERAIK Et al., 2010, DHAWAN, DHAWAN, SHARMA,
2004). Destacando-se os alcaloides B-carbolinicos como harmana e
harmina, que tém sido apontados como uma nova classe de potenciais
agentes antitumorais (ZERAIK Et al., 2010; CHEN Et al., 2011). Os
principais alvos moleculares dos alcaloides [B-carbolinicos incluem
DNA, RNA, algumas enzimas associadas a transcricdo e tradugdo,
proteinas de biossintese e proteinas de membranas. Estudos relatam que
o efeito citotoxico dos alcaloides B-carbolinicos estd relacionada com a
capacidade de intercalarem no DNA, além de inibirem as
topoisomerases 1 e II, as CDKs, a MK2, a PLKI, a cinesina Eg5 e o
IKK, interferindo assim na proliferagdo celular (CHEN Et al., 2011;
ZHAO, 2013; SARKAR, BHADRA, 2014; SARKAR, PANDYA,
BHADRA, 2014).

Assim, relatos apresentados na literatura cientifica nos permite
associar o efeito citotoxico e atividade nucleasica do ESC da P. edulis f.
flavicarpa Degener com a presenca de alcaloides [-carbolinicos
(alcaloides harmanicos), detectados e identificados no presente trabalho
(Figura 16, 17, 18 ¢ 19).

Portanto, podemos supor que o efeito citotoxico do ESC seria
proveniente da presenc¢a dos alcaloides harmanicos, em particular a
harmana (Tabela 5), cujas caracteristicas moleculares proprias, como
molécula heterociclica pequena, planar e com carater basico (devido a
presenga do nitrogénio), facilita a inser¢do da mesma entre os pares de
bases do DNA, podendo interferir na replicagdo e/ou transcrigdo de
DNA. Tal fato corrobora com os estudos realizados por Sarkar et al.
(2014) e Chen et al. (2011), em que demonstram que os alcaloides [3-
carbolinicos apresentam efeito citotoxico significativo sobre varias
linhagens tumorais, tais como as células 769-P, 786-0 ¢ OS-RC-2
(carcinoma renal), KB (carcinoma de nasofaringe), BGC-823
(carcinoma gastrico), HepG2 (hepatocarcinoma), A375 (melanoma),
HT-29 (carcinoma de c6lon), 22RV1 (carcinoma de prostata) e MCF-7.
E tal efeito citotoxico provinha do fato destes alcaloides serem capaz de
intercalarem com o DNA.
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Soma-se a isto o fato de tais alcaloides apresentarem um
coeficiente de parti¢do (logP) maior que 1,0 (harmana e harmina tem um
logP igual a 3,06+0,24 ¢ 3,05+1,02, respectivamente) (ACD/Labs 2014),
0 que aumenta a probabilidade de ultrapassarem a membrana celular e
serem absorvidos pelas células alvo, exercendo, assim o seu efeito.

Apbs a determinacdo da citotoxicidade in vitro e a capacidade
de intercalacdo ao DNA de ambos os extratos da P. edulis f- flavicarpa
Degener, o terceiro passo do presente trabalho foi avaliar in vivo se os
extratos seriam capazes de confirmar o mesmo efeito citotoxico, assim
validando a atividade antitumoral demonstrada in vitro.

Desta forma, foi investigado o efeito dos extratos da P. edulis f.
flavicarpa Degener sobre os pardmetros histomorfologicos dos animais
inoculados com as células de TAE.

Os resultados obtidos apds o tratamento por nove dias
consecutivos com os dois extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener em
relacdo ao volume de células compactadas, obtidos apds centrifugagao,
nao apresentaram diferenca estatistica com relagdo ao controle negativo.
Porém, ambos os extratos aumentaram a propor¢do de células inviaveis
em relagdo as células viaveis e, por conseguinte houve uma diminuicao
no volume de liquido ascitico e na variacdo do peso corporal dos
animais (Tabela 8). Ou seja, ambos os extratos causaram morte celular e
possivelmente diminuiram a prolifera¢do celular, interferindo assim no
desenvolvimento da ascite abdominal, diminuindo o peso dos animais, e
consequentemente, a circunferéncia abdominal.

Estes resultados sugerem que, ambos os extratos apresentam
atividade antitumoral in vivo, atividade esta dose dependente, pois a
concentracdo de 200 mg/kg/dia apresentou os melhores resultados.
Contudo, o extrato ESC apresentou um efeito antitumoral mais
pronunciado, em comparagao ao EtOH.

Segundo varias referéncias, o principal parametro que pode
indicar o quéo eficaz foi o tratamento com os extratos de P. edulis f-
flavicarpa Degener é a inibigdo do crescimento tumoral dado pela
redug¢do da circunferéncia abdominal. De acordo GUNTHER et al
(2013), o crescimento do tumor esta diretamente relacionado com a
proliferacdo celular ¢ o tamanho do tumor (volume do tumor).
Avaliando a variagdo da circunferéncia abdominal ocorrida entre o dia 0
(dia da inoculag@o das células de TAE) e dia 10 (fim do experimento
com EtOH e ESC), foi observado uma redugdo significativa no
crescimento tumoral (Figura 23). A inibi¢do do crescimento tumoral ou
regressdo tumoral, novamente demonstrou ser um efeito dose
dependente, pois na concentragdo de 200 mg/kg/dia, ambos os extratos
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apresentaram uma maior eficdcia em reduzir o crescimento tumoral.
Mais uma vez ¢ importante ressaltar que o ESC demonstrou um maior
efeito inibitério do crescimento tumoral, com uma redugdo do
crescimento tumoral em 21% a mais do que o EtOH.

Outro critério confiavel para avaliar o efeito de qualquer
farmaco antitumoral é o prolongamento do tempo de vida dos animais,
ou seja, a sobrevida destes (CLARKSON, BURCHENAL, 1965), que
em geral esta diretamente relacionada com a diminuigdo do volume do
tumor.

A probabilidade de sobrevivéncia dos animais tratados com os
extratos EtOH e ESC nas concentragdes de 10 e 200 mg/kg/dia, foi
estimada utilizando o método de Kaplan-Meier, onde ¢é possivel
observar um aumento significativo da probabilidade de sobrevivéncia
dos animais tratados com o ESC, em comparagdo com o grupo tratado
com o EtOH e o grupo controle negativo, efeito este dose dependente
(Figura 24). Este resultado estd em concordancia com o resultado da
inibicdo do crescimento tumoral. O ESC (200mg/kg/dia) apresentou o
maior poder de inibi¢do sobre o crescimento tumoral, aumentando assim
ainda mais a probabilidade de sobrevivéncia dos animais. Portanto, ¢
possivel afirmar que o ESC exerce um efeito antitumoral mais
significativo do que o EtOH.

A inibi¢do do crescimento tumoral pode estar ocorrendo devido
a diminuicdo da proliferagdo celular e ao aumento da morte celular,
previamente aferido pelos resultados da Tabela 8. Assim, a fim de
investigar os provaveis mecanismos de agdo responsavel pela inibigdo
de crescimento das células tumorais foi avaliado o efeito de ambos os
extratos sobre o ciclo celular e o tipo de morte celular induzida.

Como ja informado anteriormente, as células tumorais sdo
caracterizadas pela proliferagdo celular exacerbada causada por
descontrole nos mecanismos normais de regulagdo do ciclo celular e
diminuigdo da remog¢do de células mutadas ou danificadas, devido a
capacidade das mesmas em desviar do processo de morte celular
(ELMORE, 2007).

A morte celular é um processo fisioldgico necessario para a
remo¢do de células indesejadas ou danificadas (PRADELLI,
BENETEAU, 2010; CHAABANE Et al., 2013). E a apoptose (tipo I da
PCD), um dos processos pelo qual uma célula afetada entra em processo
de morte celular, é caracterizada por alteragdes celulares, morfologicas e
bioquimicas especificas (OUYANG Et al., 2012), que confere vantagens
ao organismo como um todo, pois a apoptose € um processo
essencialmente sem reagdo inflamatoria, devido aos corpos apoptoticos
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serem fagocitados pelas células circundante e degradados dentro de
fagolisossomas, prevenindo assim o extravasamento dos constituintes
celulares para o tecido intersticial circundante, além de impedir a
ocorréncia da necrose secundaria. Adicionalmente, as células
fagocitarias ndo produzem citosinas inflamatérias (ELMORE, 2007).
Assim, farmacos antitumorais capazes de induzir a apoptose traz um
beneficio muito maior para os pacientes em tratamento, em comparagao
com aqueles indutores de necrose ou morte celular inespecifica.

Com base nas alteragdes morfologicas nucleares e
citoplasmaticos foi possivel diferenciar as células viaveis (verde
brilhante) daqueles em processo de morte por apoptose (laranja) ou
necrose (vermelho intenso), através do método de coloragdo com
EtBr/LA (McGAHON Et al. 1995).

Ambos o0s extratos na concentracdo de 200 mg/kg/dia
aumentaram a frequéncia de células apoptdticas em compara¢do com 0
controle negativo, enquanto que diminuiam o nimero de células vidveis
(Figura 25). Além disso, ao se comparar os dois extratos de P. edulis f.
flavicarpa Degener, ha uma diferenca significativa entre eles em relagao
a frequéncia de células apoptoticas, onde o ESC aumentou a proporg¢ao
de células apoptéticas em 17,65% a mais que o EtOH, assim
demonstrando uma maior eficiéncia pro-apoptotica.

Tendo em vista que a apoptose ¢ o principal tipo de morte
celular que ocorre quando o dano ao DNA ¢ irreparavel (OUYANG Et
al., 2012) e os extratos EtOH e ESC apresentaram atividade nucleésica
in vitro, clivando o DNA plasmidial, ¢ possivel propor que o aumento
na frequéncia de apoptose induzida por ambos os extrato, pode ter sido
originado dos danos irreparaveis ao DNA, desencadeando, assim uma
cascata de eventos que sinalizou para este tipo de morte celular
programada.

Tal resultado corrobora com o estudo realizado por Cao e
colaboradores (2011), que demonstraram que o alcaloide harmina
induzia apoptose nas células HepG2 via ativag@o das caspases (-3 ¢ -9) e
inibicdo da expressao das proteinas anti-apoptoticas Bel-2, Mcl-1 e Bcl-
xl. Além disso, De Neira (2003) e Rowe e colaboradores (2004)
demonstram que extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener contendo
compostos polifendlicos (quercetina e catequina) reduziram o potencial
de crescimento de células leucémicas (K562, HL-60 e MOLT-4) devido
a aumentarem a ocorréncia da morte celular por apoptose em
consequéncia do aumento da atividade da caspase-3 e reduziram a
viabilidade celular.
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Em resumo, ambos os extratos da P. edulis f. flavicarpa
Degener demonstraram atividade antitumoral in vivo por: i) Diminuir o
peso corporal dos animais e o volume de liquido ascitico; ii) Aumentar a
propor¢do de células invidveis em relacdo as células viaveis; iii)
Aumentar a inibi¢do do crescimento tumoral, provavelmente devido a
inibicdo da proliferacdo das células do TAE, e iiii) Causar a morte
celular por apoptose desencadeada por danos no DNA. Por conseguinte,
aumentando a sobrevida dos animais tratados.

De acordo com Golias e colaboradores (2004), o ciclo celular e
a apoptose sdo parte de uma rede molecular integrada. Assim, uma
interrup¢do do ciclo celular, como resposta a danos no DNA, poderia ser
o ponto inicial que desencadearia uma cascata de eventos sinalizando a
morte celular por apoptose, sendo desta forma o mecanismo responsavel
pelos efeitos antitumorais apresentados pelos extratos de P. edulis f.
flavicarpa Degener.

Assim, a capacidade de interferir e/ou induzir a parada do ciclo
celular pelos extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener, foi investigada
através da citometria de fluxo, em que a intensidade da fluorescéncia do
iodeto de propidio (agente intercalante) é diretamente proporcional ao
contetido de DNA das células em cada fase do ciclo (GO, G1, S, G2/M),
assim, monitorou-se o comportamento do ciclo celular das células
expostas a ambos os extratos.

A distribuicdo das células tratadas com ambos os extratos em
cada fase do ciclo celular foi comparada com o controle negativo,
observando-se assim uma reducdo no numero de células na fase G1
acompanhado de um aumento do nimero de células na fase G2/M, o que
sugere um bloqueio do ciclo celular na fase G2 (Figura 26). Além disso,
o ESC foi capaz de induzir o fenoétipo de senescéncia, pois este
aumentou o nimero de células na fase GO, sugerindo a ocorréncia de um
possivel atraso na fase G1, devido as células ficaram aprisionadas na
fase GO e ndo entrarem na fase G1-ps.

A fase GO ¢ referida como o estagio de repouso ou quiescéncia,
em que ao contrario das células apoptoticas, as células senescentes
permanecem viaveis, metabolicamente ativas, porém exibem uma perda
gradual de potencial proliferativo, resultando numa reducdo da
densidade celular e consequentemente num bloqueio irreversivel da
proliferativa celular. Contudo, certos autores afirmam que este bloqueio
¢ possivel de ser revertido (ZHAO, 2013; FELIPE, 2014).

Assim, € possivel sugerir que o ESC da P. edulis f. flavicarpa
Degener apresentou um efeito antiproliferativo devido a este causar um
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atraso na fase G1 por induzir a senescéncia celular seguida de um
bloqueio do ciclo celular na fase G2.

Dados da literatura demonstram que danos ao DNA induzido
por varios agentes estressores sdo capazes de ativar a ataxia-
telangiectasia-mutated (ATM), uma proteina cinase "reconhecedora" de
dano ao DNA, que normalmente estd presente nas células ndo
estressadas ou danificadas como um homodimero. Danos ao DNA com
consequente mudan¢a na estrutura da cromatina provocam alteracdo
conformacional na ATM, causando sua dissociagdo e ativagdo, este por
sua vez pode agora fosforilar diretamente o fator de transcricdo p53
(fator supressor de tumor), no seu dominio de ativagdo amino terminal
(serina 15), ativando-o (VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE,
BERNEMAN, 2003; KASTAN, BARTEK, 2004).

Estudos recentes sobre a fung¢do da p53 demonstram que o seu
efeito antiproliferativo ¢ mediado pela estimulagdo da transcricdo de
diferentes genes, com fungdes no controle do ciclo celular, incluindo
p21/WAF1/CIP1, GADDA45, Mdm?2 e proteinal4-3-3 sigma (14-3-3 o),
através dos elementos de ligacdo de p53 nas regides promotoras
(GOLIAS, CHARALABOPOULOS, CHARALABOPOULOS, 2004;
DASIKA Et al., 1999), assim interferindo na progressao normal do ciclo
celular. A p53 fosforilada (serina 15), inibe parcialmente a sua interagao
com Mdm?2, impedindo assim a sua degradagdo via ubiquitina-
proteassoma (DASIKA Et al., 1999), com isso, a p53 fica livre para
exercer sua fung@o.

O principal alvo transcricional da p53 é a p21/CIP1/WAFI1,
uma das proteinas inibidoras do ciclo celular, chamadas de inibidores de
CDKs (CKI). A p21 inibe a atividade das cinase dependente de ciclina
(CDKs), mediada pela inibi¢do da via pRB/E2F (Figura 2) e também
por inibir a iniciagdo da sintese do DNA, provocando, assim, um atraso
ou parada do ciclo na fase G1 (VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE,
BERNEMAN, 2003; GOLIAS, CHARALABOPOULOS,
CHARALABOPOULOS, 2004; KASTAN, BARTEK, 2004).

Geralmente, antes de ocorrer a condensa¢do cromossomal e
divisdo nuclear, as células precisam certificar se seu DNA ¢ totalmente
replicavel e ndo esta danificada, assim, quando um dano ndo reparado,
infligido durante a fase G1 ¢é detectado pelos checkpoints da fase G2/M,
estes impedem as células de iniciarem a mitose (VERMEULEN, VAN
BOCKSTAELE, BERNEMAN, 2003; KASTAN, BARTEK, 2004).

Existem relatos na literatura de que a proteina ATM também
fosforila e ativa a cinase checkpoint-transdutor serina/treonina, CHK2,
que fosforila a fosfatase Cdc25, promovendo a sua ligagdo a proteina
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14-3-3 & (proteina do citoesqueleto regulada pela p53), que a sequestra
para fora do nucleo, assim, impedindo o Cdc25 de ativar o complexo
CDKl/ciclina B e consequentemente bloqueando o ciclo celular na fase
G2, prevenindo a ocorréncia da mitose (VERMEULEN, VAN
BOCKSTAELE, BERNEMAN, 2003; KASTAN, BARTEK, 2004;
NOVAK, SIBLE, TYSON, 2002; DASIKA Et al., 1999).

Por outro lado, evidéncias recentes sugerem que a pS3 também
pode desempenhar um papel importante no ciclo celular na fase G2/M,
por up-regular o GADDA45 (gene responsivo de dano ao DNA e parada
do crescimento), o qual pode desestabilizar o complexo CDK1/ciclina
B, levando a sua dissociagdo e inativagdo (DASIKA Et al., 1999;
VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE, BERNEMAN, 2003; GOLIAS,
CHARALABOPOULOS, CHARALABOPOULOS, 2004).
Adicionalmente, a p53 suprime a transcri¢do da CDK1 e dos promotores
do ciclina B, podendo também contribuir para o bloqueio do ciclo
celular na fase G2 (DASIKA Et al., 1999).

Com isso, ¢ possivel supor que o dano ao DNA causado por
ambos os extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener (EtOH e ESC),
levaram ao atraso na fase G1 e parada do ciclo celular na fase G2,
possivelmente  através da via = ATM/p53-CHK2/Mdm2-p21-
GADD45/CDC25 (Figura 28), conferindo, assim, o efeito
antiproliferativo aos extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener.
Ressaltando, que o ECS apresentou tal efeito mais pronunciado,
provavelmente devido a presenca dos alcaloides B-carbolinicos.

Segundo Zhao e Wink (2013), o alcaloide B-carbolinico harmina
apresentou citotoxicidade e efeito antiproliferativo sobre as células
tumorais HeLa, SiHa (cancer cervical) e MCF-7, devido este ser um
agente intercalante do DNA e induzir a senescéncia por inibir a
atividade das telomerases e ativar a via p53/p21.

Além disso, a presenga de carotenoides e compostos polifenolicos
em extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener foram relacionados com a
inibi¢do do crescimento tumoral devido ao bloqueio do ciclo celular, em
que os carotenoides (licopeno, a e B-caroteno) causaram bloqueio do
ciclo celular na fase GO/G1 em células leucémicas mieloides (HL-60),
enquanto que os polifenodis (quercetina e catequina) foram responsaveis
pela parada do ciclo celular na fase GO/G1 nas células MOLT-4 da
leucemia linfoblastica e na fase G2 nas células HL-60 (DE NEIRA,
2003; ROWE Et al., 2004).

Contudo, faz-se necessario, mais estudos para melhor elucidar o
efeito antiproliferativo aos extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener,
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por exemplo, caracterizar a expressdo das proteinas envolvidas nas vias
de sinaliza¢do e mesmo no processo de bloqueio do ciclo celular.

No entanto, € possivel relacionar o bloqueio do ciclo celular em
resposta aos danos no DNA induzidos por ambos os extratos com o
aumento da morte celular por apoptose, conferindo assim o efeito
antitumoral aos extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener.

Outro evento celular importante que também contribui para a
ocorréncia de morte celular e diminuigdo da proliferagdo celular é a
inibi¢do da angiogénese/neovascularizagao.

E estudos cientificos, demonstraram que a angiogénese
desempenha um papel critico no crescimento tumoral e metastase, pois
esta ¢ uma resposta fisiologica desencadeada pelas células tumorais
devido a demanda pelo oxigénio e nutrientes ultrapassar a quantidade
disponibilizada pelos capilares existentes. Esta demanda leva 4 um
desequilibrio entre os fatores pro-angiogé€nicos e angiostaticos
secretados pelas células neoplasicas, conduzindo a prolifera¢do vascular,
culminando na formagdo de novos vasos capilares a partir dos ja
existentes, o que contribui para a sobrevivéncia das células tumorais
(JAKOBISIAK, LASEK, GOLAB, 2003; ADORNO, 2008, DE
OLIVEIRA Et al., 2010).

Portanto, seria importante avaliar o possivel efeito
antiangiogénico de ambos os extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener,
pois ao se reduzir ou inibir a angiogénese, ha uma diminuicdo de
oxigénio e nutrientes disponiveis para as células tumorais, prejudicando,
assim o crescimento e manuten¢do das mesmas, além de reduzir a
probabilidade de metastase.

Assim, avaliou-se a atividade antiangiogénica dos extratos
EtOH e ESC nas concentragdes de 10 e 200mg/kg/dia, através da
medi¢do da area e densidade dos microvasos na regido subcutinea do
periténio dos camundongos (Figura 27). Os resultados obtidos
demonstraram que ambos os extratos causaram inibi¢cdo da angiogénese
quando comparados com o controle negativo, efeito este dose
dependente, o que demonstra que os dois extratos da P. edulis f.
flavicarpa Degener apresentam o efeito antiangiogénico. No entanto, ao
se comparar os dois extratos na concentracdo de 200 mg/kg/dia, ndo ha
diferenca estatistica entre eles (Figura 27).

Entretanto, ¢ possivel sugerir que, a capacidade de ambos os
extratos em inibir a angiogénese pode estar contribuindo para a
diminui¢do da proliferacdo celular e aumento da ocorréncia de morte
celular por apoptose, consequentemente, aumentando a inibi¢do do
crescimento tumoral e sobrevivéncia dos animais tratados.
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Em resumo, a partir dos resultados obtidos com o presente
estudo ¢é possivel supor que ambos os extratos da P. edulis f. flavicarpa
Degener apresentam compostos intercalantes de DNA com atividade
nucledsica. O que provoca danos irreparaveis ao DNA levando a uma
parada do ciclo celular em consequéncia da ocorréncia de um atraso do
ciclo celular na fase G1, provavelmente devido a indugdo do fendtipo de
senescéncia, seguida de bloqueio do ciclo celular na fase G2,
consequentemente, inibindo a proliferagdo celular e desencadeando uma
cascata de eventos que levou as células tumorais a morte por apoptose.
Adicionalmente, a diminuicdo do fornecimento de oxigénio e os
nutrientes disponiveis para as células tumorais em consequéncia da
inibigdo da angiogénese, estes seriam os provaveis mecanismos de agdo
responsaveis pela atividade antitumoral dos extratos da P. edulis f.
flavicarpa Degener. Ressaltando-se que, o ESC exibiu uma atividade
antitumoral maior que o EtOH certamente devido as proprias vantagens
apresentadas pela extracdo com o fluido supercritico, principalmente
devido ao elevado grau de pureza e seletividade; além do uso de co-
solvente (etanol 5%), desta forma aumentando o poder de arraste para
compostos com possivel atividade antitumoral, tais como os alcaloides
B-carbolinicos, harmana e harmina.
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Figura 28. Esquema dos mecanismos moleculares de controle do ciclo celular
em resposta a danos no DNA.
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6. CONCLUSAO

Com base nos objetivos propostos e nos resultados obtidos com
o presente trabalho, pode-se concluir que:

» O extrato bruto e supercritico (300bar/40°C/CO2/5%
etanol) da torta de sementes da P. edulis f. flavicarpa
Degener apresentaram atividade citotoxica para as células
MCF-7, porém o extrato supercritico apresentou maior
atividade citotoxica.

» Ambos os extratos apresentaram atividade nucleasica, por
conter compostos capazes de interagirem com o DNA por
intercalacdo, levando a clivagem/fragmenta¢do do mesmo.
Contudo, o extrato supercritico apresentou maior atividade
nucleésica.

» Ambos os extratos apresentaram importante feito
antiproliferativo por induzirem um atraso do ciclo celular
na fase G1 seguida de bloqueio na fase G2.

» O provavel tipo de morte celular induzida pelos extratos
seria a apoptose. Porém, o extrato supercritico causou o
maior percentual de morte celular por apoptose.

» Ambos os extratos possuem atividade antitumoral in vivo,
pois foram capazes de promover pelo aumento da inibi¢do
do crescimento tumoral e sobrevida dos animais tratados.
Entretanto, o extrato supercritico apresentou maior
atividade antitumoral.

» Ambos os extratos apresentaram atividade antiangiogénica
in vivo. Porém, o extrato supercritico apresentou maior
poder inibitdrio sobre a formagao de novos vasos.

» A atividade antitumoral in vitro e in vivo do extrato
supercritico provavelmente se deve a presenca de
alcaloides P-carbolinicos (harmana e harmina) neste
extrato, demonstrando que a extragdo com o fluido
supercritico confere maior citotoxicidade e efeito
antitumoral aos extratos obtidos por essa técnica, por
aumentar o poder de extragcdo de compostos com provavel
atividade antitumoral.
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7. PERSPECTIVAS

O desenvolvimento desse estudo abre novas propostas de
trabalho que possam servir de complemento aos resultados ja obtidos
ou, até mesmo, abrir novas possibilidades ou rumos para estudos futuros
mais aprofundados, tais como:

» O efeito citotoxico deve ser avaliado sobre outras linhagens de
células tumorais e também em células normais, através da
execucdo do ensaio do MTT, para melhor caracterizagdo do
efeito e a seletividade dos compostos presentes nos extratos;

» Para melhor aferir e caracterizar a atividade antiproliferativa
dos extratos deve-se realizar o ensaio de colonia ou ensaio
clonogénico, utilizando as células MCF-7;

» Investigar o mecanismo de morte celular induzido pelos
extratos, através da andlise da expressdo de marcadores de
apoptose, tais como p53, Bcl-2, Bax e citocromo c;

» Investigar o mecanismo de morte celular induzido pelos
extratos, através da, através da avaliagdo da atividade de
caspase-3;

» Investigar as proteinas envolvidas no bloqueio do ciclo celular,
p21 e ciclinas (A, E e B), através de Western Blot;

» Investigar as proteinas indicadoras de dano ao DNA, tais como
a H2AX fosforilada, através de Western Blot;

» O extrato etanolico e supercritico da P. edulis f. flavicarpa
Degener devem ser melhores avaliados fitoquimicamente (LC-
MS, CLAE), para assim, permitir fazer correlagdes mais
aproximadas sobre a estrutura dos constituintes quimicos dos
extratos e suas atividades bioquimicas;

» Por fim, testar o efeito dos alcaloides B-carbolinicos (harmana e
harmina) nos modelos de avaliagdo de atividade antitumoral
apresentados no  presente estudo para  caracterizar
especificamente o mecanismo de agdo desses compostos.
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