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RESUMO

O Brasil é detentor de uma grande biodiversidade natural e, consequentemente, se torna
um importante nicho de investimento para industria farmacéutica e pesquisadores para a
descoberta de novos compostos bioativos e possiveis abordagens terapéuticas inovadoras.
Devido a escassez de dados na literatura sobre as atividades bioldgicas de Annona
ambotay (Aubl.), o objetivo desse estudo foi avaliar a atividade antioxidante e citotdxica
in vitro frente as linhagens celulares sadias de fibroblastos murino (L929) e queratindcitos
humano (HaCaT), bem como o efeito antiproliferativo frente as linhagens tumorais de
adenocarcinoma de mama humano (MDA-MB-231 e MCF7) e murina (4T1).
Adicionalmente, avaliar a toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina do extrato
seco das cascas de Annona ambotay. Para a avaliacdo da atividade antioxidante foi
empregado o método de sequestro de espécies reativas de oxigénio do 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH). O efeito citotoxico e antiproliferativo foram realizados de acordo com
0 método de redugdo do sal de brometo de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H
tetrazolio (MTT) e, por fim, foi realizado o ensaio de letalidade em Artemia salina, de
acordo com Meyer e colaboradores (1982) com modificagdes. Os resultados para o
extrato seco demonstraram étima atividade antioxidante com concentracdo que inibe 50%
do DPPH (Clso) de 8,30 ug mL . Em relacdo & citotoxicidade em linhagens de
fibroblastos e queratindcitos, foi verificada viabilidade de celular de 16% a 57% e de 28%
a 68%, respectivamente, dos tratamentos comparados ao grupo controle. O efeito
antiproliferativo também foi evidenciado frente as linhagens tumorais de cancer de mama

(MDA-MB231, MCF7 e 4T1), com Clso de 116,32 pg mL™, 126,87 uygmL™ e 11,04 pug
mL™, respectivamente. O efeito téxico em Artemia salina foi observado com CLso de

296,78 ng mLt. A andlise conjunta dos dados permite concluir que o extrato seco de
Annona ambotay apresentou atividades bioldgicas promissoras, devido & boa atividade
antioxidante aliada a um efeito antiproliferativo em linhagens tumorais de

adenocarcinoma de mama e a toxicidade em A. salina.

Palavras-chave: Annona ambotay, antioxidante, citotoxicidade, efeito antiproliferativo,

cancer de mama



ABSTRACT

Brazil has a great natural biodiversity and, consequently, to become a important country
for the investment of pharmaceutical industry and researchers, aiming the discovery of
new bioactive compounds and possible innovate therapeutic approaches. Due to the
scarcity of data on the biological activities of the Annona ambotay (Aubl.), the objective
of this study was to evaluate the antioxidant activity and cytotoxicity activity in vitro
against normal cell lines of murine fibroblast (L929) and human keratinocyte (HaCaT),
as well as the antiproliferative effect against tumoral cell lines of human breast cancer
(MDA-MB-231 and MCF7) and murine breast cancer (4T1). Additionally, to evaluate
the toxicity against Artemia salina of the dried extract of A. ambotay. The antioxidant
activity was evaluated by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH) free radical
scavenging method. The cytotoxicity and antiproliferative effect was performed by 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) assay and, finally,
the lethality assay in Artemia salina was performed according with Meyer et al. (1982)
with some modfications. The results of the dried extract showed great antioxidant activity
with extract concentration that inhibits 50% of DPPH radical (ICso) equal to 8.30 pg mL
"1 In relation to cytotoxicity in cell lines of fibroblast and keratinocyte, was established
cell viability variation of 16% to 57% and 28% to 68%, respectively, when compare the
treatment with the control group. The antiproliferative effect was also evidenced against
tumor cell lines of breast cancer MDA-MB-231, MCF7 and 4T1, with ICso 0f 116.32 g
mL?, 126.87 ng mL*and 11.04 pg mL™, respectively. A toxic effect was evidenced in
the Artemia salina assay with a LCso of 296.78 pg mL™. The joint analysis of the results
allows to conclude that the dried extract of Annona ambotay presented promising
biological activities, because of the good antioxidant activity and the antiproliferative

effect against the tumor cell lines of breast cancer and the toxicity in Artemia salina.

Keywords: Annona ambotay, antioxidant, cytotoxicity, antiproliferative effect, breast

cancer.
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INTRODUCAO

O céancer de mama é um dos tipos de cancer de maior acometimento entre as
mulheres e, quando diagnosticado nos estagios iniciais, apresenta grande probabilidade
de cura. Alguns fatores de risco para o desenvolvimento desse cancer incluem: idade,
exposicao a estrogeno, mutacdo em genes especificos como cancer de mama 1 (BRCAL,
do inglés breast cancer 1) e cancer de mama 2 (BRCAZ2), estilo de vida, ingestdo de alcool
e o histdrico familiar de cancer (OLIN e PIERRE, 2014). O cancer de mama pode ser
classificado de acordo com os aspectos patoldgicos, como o tamanho do tumor, o
acometimento do linfonodo e a capacidade de provocar metéstase (TAHERIAN-FARD,
SRIHARI e RAGAN, 2014). Além disso, pode ser dividido de acordo com os marcadores
celulares, como a expressao de receptor de estrégeno (RE), de receptor de progesterona
(RP) e de receptor de fator de crescimento epidermal humano 2 (HER2, do inglés human
epidermal growth factor receptor) (SOTIRIOU e PUSZTALI, 2009).

O diagnostico da doenca pode ser realizado por exame clinico das mamas (ECM)
(BRASIL, 2013), seguido de confirmacdo por métodos de imagens, sendo eles
mamografia, ultrassonografia ou ressonancia magnética (CHALA e BARROS, 2007) e
por bidpsia da lesdo para classificagdo histopatoldgica e molecular do cancer (BRASIL,
2014).

Em relacdo as opcdes de tratamento para o cancer de mama, sdo incluidas a
cirurgia do tumor primario, avaliagio do acometimento axilar e radioterapia para
tratamentos locais (BRASIL, 2014). Ja a quimioterapia é utilizada de forma sistémica,
como adjuvante, apos cirurgia, ou como neoadjuvante, prévio ao procedimento cirargico
(MAURI, PAVLIDIS E IOANNIDIS, 2005). Uma das alternativas terapéuticas difundida
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) é o emprego da chamada Medicina
tradicional e complementar. No Brasil, essa esta inserida na Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) e, dentre as préticas integrativas disponibilizadas
nessa politica e ofertada pelo Sistema Unico de Satde (SUS), esta a Fitoterapia (BRASIL,
2006).

Devido a grande diversidade de compostos bioativos, as plantas constituem uma
importante fonte substancias que podem ser utilizadas como agentes terapéuticos
(FILHO, 2010). Algumas substancias originadas do metabolismo secundério das plantas
ja sdo utilizadas na terapia antitumoral, como o0s alcaloides vimblastina e vincristina,
extraidos da Catharanthus roseus (L.) (BRANDAO et al., 2010) e o diterpeno paclitaxel,
originado das cascas de Taxus brevifolia (MARUPUDI et al., 2007). Portanto, a
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descoberta de novos compostos ativos para o tratamento do cancer, que sejam menos
invasivos e mais especificos, se faz necessaria.

Dentro deste contexto, uma opcdo de pesquisa € a a espécie vegetal Annona
ambotay (Aubl.). Essa pertence a familia Annonaceae e é considerada um arbusto, o qual
encontra-se distribuido na América do Sul. Também denominada como envira-caju ou
envira-taia (MAAS et al., 2007), € uma planta utilizada na medicina popular boliviana
para o tratamento de entorses (BRAVO et al., 2002). Em relagdo ao género Annona,
diversas atividades bioldgicas sdo descritas na literatura como inseticida (BRAVO et al.,
2002; RAVAOMANARIVO et al.,, 2014), antitumoral (PIMENTA et al., 2003),
antibacteriana, citotéxica (RINALDI et al., 2016) e anticolinesterase (FORMAGIO et al.,
2015).

Devido a escassez de estudos referente ao potencial farmacoldgico da Annona
ambotay, o0 objetivo desse projeto foi avaliar as possiveis atividades biologicas do extrato
hidroalcodlico das cascas de Annona ambotay (Aubl.). Para isso, foi realizado o ensaio
para obtencdo da atividade antioxidante e citotdxica frente as linhagens celulares sadias
de fibroblasto murino (L929) e queratindcito humano (HaCaT). Ainda, foi estabelecido o
efeito antiproliferativo frente a linhagens celulares tumorais de adenocarcinoma humano
(MDA-MB-231 e MCF7) e murino (4T1) e o efeito toxico em Artemia salina.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A mama

A mama feminina é caracterizada por um corpo glandular fixado na parede do
torax. Pode ser dividida em dois sistemas: o ductal, formado por ductos responsaveis pelo
transporte do leite até & exteriorizacdo na papila; e o lobular, composto por l6bulos que
constituidos de glandulas ramificadas com a funcao de producdo de leite (PANDYA e
MOORE, 2011). A mama também € sustentada por um tecido conjuntivo e adiposo,
responsaveis pela sustentacdo, além de ser irrigado por vasos sanguineos, estruturas
sensitivas (nervos) e vasos linfaticos (BRASIL, 2013). A Figura 1 representa uma

ilustracéo da estrutura anatbmica da mama humana.

Tecido Adiposo
Mamario

Lébulos

Tecido Conectivo
Ligamentos Interlobular
Suspensdrios

Tecido Adiposo

Figura 1. Estrutura anatdmica da mama feminina humana. Fonte: Adaptado de LEMAINE e
SIMMONS, 2012.



18

2.1.1 Cancer de mama

O cancer caracteriza-se pela multiplicacdo descontrolada e desordenada das
células, as quais podem ter a capacidade de invadir outros tecidos e espalhar para outras
regides do corpo, provocando metastase (OPPERMANN, 2014). A metastase causa cerca
de 90% das mortes por cadncer no mundo e € caracterizada por uma sequéncia de estagios
que irdo resultar na formacao de tumores em érgdos secundarios. A sequéncia de eventos
da cascata metastatica (Figura 2) pode ser dividida em: invasdo, na qual ocorre a
penetracdo de células tumorais nos tecidos circundantes; difusdo, onde células tumorais
atingem vasos linfaticos e sanguineos; e extravasamento, na qual as células metastaticas
saem do vaso sanguineo e podem alojar em outros 6rgaos e formar um tumor secundario
(SALEHI et al., 2018).

Tumor de células primarias

Linfonodo distante

Corrente sanguinea

DO EEEL>

AR

Tumor de células metastaticas

Figura 2. Cascata de invasdo metastatica. Fonte: Adaptado de SALEHI e colaboradores, 2018.

O cancer de mama é um dos tipos de cancer de maior prevaléncia em mulheres
(BOMBONATI E SGROI, 2010; SUN et al., 2018) e um dos mais devastadores em todo
0 mundo (JUNIOR et al., 2017). No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer José
Alencar Gomes da Silva (INCA, 2017), ha uma estimativa para 2018 de 59.700 novos
casos, sendo mais frequente nas regibes Sul (73,07/100 mil mulheres), Sudeste
(69,50/100 mil), Centro-Oeste (51,96/100 mil) e Nordeste (40,36/100 mil). A Figura 3
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representa a distribuicdo dos dez tipos de cancer mais prevalentes estimados para 2018

por sexo, excetuando o de pele (ndo melanoma).

Proctata 68.220 3N7% Homens Mulheres  Mama Feminina 58.700 20.5%
Traqueia, Bronquio e Puimao 18.740 87% Colon e Reto 18.680 9.4%
Colon e Reto 17.380 81% Colo do Ukero 16.370 81%
Ectomago 13.540 83% Traqueis, Bronquio e PUméo  12.530 8.2%
Cavidade Oral 11.200 5.2% Glandula Trecide 8.040 40%
Eedfago 8.240 38% Ectdmago 7.750 38%
Bexiga 6.600 31% Corpo do (Rero 6.600 33%
Lannge 6.3600 30% Ovario 6.150 3.0%
Leucemiae 5.840 28% Siztema Nervozo Central 3.510 27%
Sigtema Nervoeo Central 5.810 27% Leucemias 4.860 2,4%

Figura 3. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018
por sexo, exceto o de pele (ndo melanoma). Fonte: INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2017.

De acordo com a OMS, os aumentos da expectativa de vida e da urbanizagéo,
além da adocédo de estilo de vida ocidental sdo fatores que estdo contribuindo para o
aumento da incidéncia desse tipo de cancer na popula¢do mundial. (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018).

Em relacéo aos sinais e sintomas, alguns podem ser evidenciados nas fases inicias
do cancer de mama e detectados pelo simples autoexame das mamas. Séo eles: nédulo
palpavel, espessamento ou outra irregularidade que possa gerar assimetria entre as
mamas; mudancas visuais na pele e mamilo, tais como retracdo, escamacéo e ulceracao;
secrecao anormal de liquido, principalmente sangue ou aquoso, que externa ao mamilo;
e vermelhiddo, inchaco e/ou sensibilidade em rapido desenvolvimento nas mamas
(COLEMAN, 2017).

2.1.1.2 Classificacdo do cancer de mama

O tipo de cancer de mama mais comum € o carcinoma, um tumor que se origina
de celulas epiteliais e, sendo mais especifico, pode ser chamado de adenocarcinoma, o
qual se inicia no tecido glandular (ductos coletores de leite ou nos lébulos produtores de
leite). Podem ser classificados em adenocarcinoma in situ, quando ndo possui a
capacidade de espalhar ou em adenocarcinoma invasivo, quando possui a caracteristica
de espalhar no tecido mamario circundante (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018a).
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A American Joint Commitee on Cancer (AJCC) criou em 1959 um Manual de
Estadiamento do Tumor, que auxilia os médicos no desenvolvimento do prognostico e na
estruturacdo de planos de tratamento para os pacientes. Desde entdo, oito edigdes desse
manual foram publicadas com sucessivas atualizacdes em tecnologias e evidéncia clinica.
O sistema descrito nesse manual baseia-se nos atributos patolégicos, os quais estdo
divididos nas categorias: tamanho do tumor (T), acometimento da regido do linfonodo
(N) e presencga ou auséncia de metéstase (M). Esse sistema é chamado de TNM e tem
como objetivo primario fornecer um padrdo de classificacdo para 0 prognostico em
pacientes nas fases iniciais da doenca, além de gerar dados que podem direcionar o
planejamento terapéutico ja diagnosticados com cancer de mama (HORTOBAGY | et al.,
2017).

O céancer de mama também pode ser classificado molecularmente em quatro
subtipos, de acordo com a expressdo de alguns marcadores. O luminal A é caracterizado
pela expressdo de RE positivo e histologicamente de baixo grau, possuindo células
tumorais similares as normais e com baixo potencial metastatico; luminal B, apresentam
baixos niveis de receptores hormonais e sdo frequentemente de alto grau, com células
diferentes das normais, com alta taxa de desenvolvimento celular e potencial de espalhar
pelo corpo; receptores de fator de crescimento epidermal humano positivo (HER2-
positivo, do inglés human epidermal growth factor receptor 2) sdo tumores caracterizados
por possuir amplificagédo e superexpressdo do gene ERBB2 e sdo de alto grau; e 0 basal-
like sdo 0s que ndo expressam RE, receptores de progesterona (RP) e HER2, e sdo também
chamados de triplo-negativos (SOTIRIOU e PUSZTAI, 2009; TAHERIAN-FARD,
SRIHARI e RAGAN, 2014).

2.1.1.3 Fatores de risco

O céancer de mama é uma doenca amplamente estudada e é objeto de inumeras
pesquisas. Sua etiologia ainda é desconhecida, sendo essa atribuida & interagéo de fatores,
que juntos podem desencadear o desenvolvimento da doenca (BATISTON et al., 2011).

O historico familiar de incidéncia de cancer de mama pode ser considerado um
fator de risco para o desenvolvimento da doenca. Mulheres que possuem parentes de
primeiro grau com cancer de mama tém a probabilidade de desenvolver o cancer duas
vezes maior quando comparadas as mulheres sem histérico familiar (BAGLIA et al.,

2018). Além disso, as caracteristicas hormonais também podem ser consideradas como
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fator de risco, pois o cancer de mama pode ser estrogeno-dependente. Devido as
alteraces hormonais ocorridas durante o desenvolvimento da mulher, nas fases como a
menarca precoce (relatadas aos 11 anos de idade ou menos), menopausa tardia (aos 55
anos ou mais), primeira gestacdo depois dos 30 anos ou nuliparidade, podem facilitar o
desenvolvimento da doenca (SILVA e RIUL, 2011).

Outros fatores de risco ainda séo relatados, tais como a terapia prolongada de
reposicdo hormonal, prévia exposicdo terapéutica a irradiacdo da parede toréacica,
mutacdes genéticas nos genes BRCA 1 e BRCA 2 (CARLSON et al., 2009) e maior
densidade do tecido mamério (BATISTON et al., 2011).

2.1.1.4 Diagnostico

A investigacdao diagnostica do cancer de mama pode ser realizada pelo ECM. Esse
é composto por trés etapas: inspecao estatica, inspecao dinamica e palpacdo das mamas.
A primeira tem como objetivo a observacdo dos aspectos gerais da mama, como 0
contorno, ulceracdes cutdneas e diferencas na tonalidade da pele. A segunda é
caracterizada por um procedimento no qual a mulher realiza pequenos movimentos com
bracos e quadril para contracdo da musculatura do peitoral, evidenciando possiveis
alteracbes na mama. Na terceira etapa é realizada a palpacdo das mamas e das cadeias
ganglionares axilares e supraclaviculares, afim de examinar todo o tecido mamario e os
linfonodos. Pacientes com alguma alteracdo detectada no ECM devem ser encaminhados
para comprovacdo do diagnéstico em servigos especializados (MINISTERIO DA
SAUDE, 2013).

Os métodos de diagnostico por imagem também desempenham papel importante
na deteccdo do cancer de mama. A mamografia é considerada um método para o
rastreamento do cancer de mama em mulheres assintomaticas e é uma das técnicas que
descreve as alteragcbes mamarias, favorecendo a deteccdo precoce do desenvolvimento da
doenca (CHALA e BARROS, 2007). Essa técnica tem como objetivo identificacdo da
densidade, presenca de microcalcificagdes e assimetria das mamas, por meio da captura
de imagens do tecido mamario (FIORICA, 2016). Para a obtengdo dessas imagens, a
mama € pressionada entre duas placas e o raio-x é incidido em dire¢cdo a mama. A
ilustracdo do equipamento e do procedimento de realizagcdo da mamografia esta descrito
na Figura 4.
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Mamografia

Figura 4. llustragédo do procedimento de realizagdo da mamografia. Fonte: Adaptado de
NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2018.

Uma das limitacbes da mamografia se refere a diminuicdo da sensibilidade de
deteccdo de possiveis alteracbes em mamas densas. Além disso, o carcinoma lobular
infiltrante é de dificil deteccdo na mamografia, pois estdo frequentemente ocultos
(HOOLEY, ANDREJEVA e SCOUTT, 2011). Como alternativa, a ultrassonografia e a
ressonancia magnética sdo utilizadas juntamente a mamografia para confirmacdo do
diagnostico (CHALA e BARROS, 2007). Segundo as diretrizes para detec¢édo precoce do
cancer de mama, a mamografia é recomendada na faixa etaria de 50 a 69 anos com a
periodicidade bienal (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER JOSE ALENCAR
GOMES DA SILVA, 2015).

A partir da evidéncia de alteracfes mamarias pelo ECM e da confirmacao pelos
métodos de imagem, a bidpsia é necessaria para classificacdo histopatoldgica e molecular
do cancer de mama, auxiliando nas possiveis condutas terapéuticas. A classificacdo
imuno-histoquimica verifica o grau de positividade para RE e RP, além de evidenciar a
presenca do receptor HER2 (BRASIL, 2014) e, de acordo com a confirmagdo e
quantificacdo desses biomarcadores, o planejamento terapéutico direcionado pode ser

realizado.
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2.1.1.5 Tratamentos

2.1.1.5.1 Tratamento local

Uma das abordagens para o tratamento local do cancer de mama é a intervencéo
cirdrgica. Essa pode ser indicada para remocao total do cancer, retirada de tecido para
realizacdo de biopsia, reconstituicdo da mama e atenuar possiveis sintomas do cancer
avancado (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018b). A cirurgia pode ser classificada
como conservadora, que objetiva a retirada parcial da mama que contém o cancer, bem
como o tecido normal que circunda o tumor, ou como mastectomia, na qual ocorre a
remogéo total da mama (BRASIL, 2014).

Outra forma de tratamento localizado é a radioterapia. Essa consiste na emissdo
de radiacdo ionizante produzida por equipamentos ou por radioisétopos. Como as células
tumorais apresentam uma taxa de proliferacdo aumentada em relacdo as células sadias, a
radioterapia tem maior capacidade de afetar essas células que estdo se multiplicando
descontroladamente e, portanto, se tornam mais suscetiveis a radiacdo (LORENCETTI E
SIMONETTI, 2005). A radioterapia pode ser aplica com a finalidade paliativa para o
tratamento do tumor primario ou de metastase, sem interferir na sobrevida global do
paciente. Além disso, pode ser aplicada na fase pré-operatoria com objetivo de reducéo
do tamanho do tumor e, consequentemente, facilitar o procedimento cirargico. Outra
forma de aplicacdo é no poés-operatério, que objetiva a eliminacdo de possiveis

fragmentos tumorais microscopicos restante (BRASIL, 2015).

2.1.1.5.2 Tratamento sistémico

2.1.1.5.2.1 Quimioterapia

A quimioterapia € uma forma de tratamento sistémico que utiliza medicamentos
com a funcdo de controlar o desenvolvimento e/ou matar células tumorais, sendo
frequentemente consideradas substancias tdxicas ao organismo (FENG e CHIENG,
2003). A administracdo dessas substancias pode ser por via intravenosa ou oral e as doses
sdo ajustadas de acordo com a area de superficie corporal, peso ou apresentam uma dose

unica que € independente de outros fatores (BRASIL, 2015).
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Uma das abordagens terapéuticas para o tratamento do cancer de mama € a
quimioterapia neoadjuvante, a qual é aplicada no periodo que antecede a cirurgia da
mama (MAURI, PAVLIDIS e IOANNIDIS, 2005). Essa estratégia apresenta vantagens
quando comparada a terapia tradicional (cirurgia acompanhada da quimioterapia
adjuvante), como a reducdo do tamanho do tumor em mais de 80% dos casos, que
possibilita uma maior conservacdo da mama e, além disso, possibilita a avaliacdo da
resposta do tumor em relacdo a um regime inicial de quimioterapia (BUCHHOLZ et al.,
2003). Quando a quimioterapia € administrada posteriormente ao tratamento local, é
chamada de quimioterapia adjuvante, que visa a destruicdo de possiveis fragmentos que
tenham ficado no tecido que ndo sao clinicamente evidentes e, dessa forma, evita possivel
recidiva da doenca (ANAMPA, MAKOWER e SPARANO, 2015).

Uma das classes de medicamentos utilizada na quimioterapia do cancer de mama
sdo as antraciclinas. Essas desenvolvem o efeito antitumoral através da estabilizacdo da
ligacdo entre a enzima topoisomerase I1A com o DNA durante o ciclo celular, formando
um complexo de clivagem estabilizado. Esse processo resultard na quebra da dupla fita
de DNA gerando a inibigéo da transcricdo e replicacéo, e consequente, a parada do ciclo
celular e apoptose. Além disso, as antraciclinas podem modular a expressao de proteinas
de membranas responsaveis pela inibicdo do desenvolvimento celular e podem participar
do processo de geracdo de espécies reativas de oxigénio que culminardo em danos no
DNA e peroxidacao lipidica (JASRA e ANAMPA, 018). Os exemplos de medicamentos
dessa classe utilizadas no tratamento do cancer de mama sdo doxorrubicina, epirrubicina
e daunorrubicina (BERETTA e ZUNINO, 2008).

Outra classe de compostos com atividade antitumoral, também utilizada na
quimioterapia do cancer de mama, sdo aqueles a base de platina representados
principalmente pela cisplatina, carboplatina e oxaliplatina (DILRUBA e KALAYDA,
2016). O mecanismo de acdo dessas substancias envolve a absorcéo por difuséo passiva
ou transporte ativo através da membrana celular. No citoplasma, a molécula é ativada e
se liga ao DNA. Essa interacdo promove a parada do ciclo celular e consequente apoptose
(JOHNSTONE, SUNTHARALIGAM e LIPPARD, 2015).

O composto 5-fluorouracil (5-FU) também apresenta efeito antimetabdlico e é
empregado como quimioterapico nos esquemas terapéuticos para o tratamento do cancer.
O mecanismo de citotoxicidade dessa substancia envolve a conversdo do 5-FU no meio
intracelular em compostos metabolicamente ativos, os quais serdo incorporados no DNA

e RNA durante a sintese. Esse processo gera danos nessas macromoléculas e prejudica a
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funcao “normal” das mesmas (LONGLEY, HARKIN e JOHNSTON, 2003). Além disso,
0 5-FU inibe a enzima timidilato sintase (TS) - responsavel pela formacgdo de
deoxitimidina monofosfato - importante na sintese de DNA. O bloqueio da TS gera um
desequilibrio entre a propor¢do intracelular de nucleotideos e, como consequéncia,
resultara na quebra da dupla fita de DNA (CEILLEY, 2012).

Além dos medicamentos acima citados, existem outras opc¢des terapéuticas para o
tratamento do cancer de mama, as quais sao empregadas na rotina medica, tais como
paclitaxel, docetaxel, ciclosfosfamida e vinorelbina. Também é importante ressaltar que
durante o planejamento do esquema terapéutico da quimioterapia, geralmente, s&o
utilizadas a combinacéo de dois ou mais medicamentos, a depender da classificagcdo do

cancer a qual o paciente foi enquadrado (BRASIL, 2014).

2.1.1.5.2.2 Hormonioterapia

A hormonioterapia € uma forma de tratamento sistémico e, devido a sua maior
especificidade, ¢ utilizada em canceres de mama classificados como horménio receptores
positivos (BENEDICT e BROWN, 2005). Pacientes em estagio avancado do cancer de
mama podem apresentar em suas células RE e/ou RP expressos. A molécula de estrogeno,
substrato para esses receptores, é considerada um fator importante no desenvolvimento
do tumor por possuir forte fungdo mitogénica, contribuindo para iniciacdo e progressao
do cancer (DALMAU et al., 2014).

Consequentemente, um dos alvos de farmacos para o tratamento do cancer de
mama sdo 0s REs. O tamoxifeno é um exemplo de farmaco sintético utilizado como
modulador seletivo dos receptores de estrégeno e age por meio do bloqueio da liga¢do do
estrdgeno com seu receptor. Esse farmaco pode funcionar, nesse caso, como antagonista,
no tratamento do cancer de mama, ou como agonista em células do Gtero e da mucosa
vaginal (YANG et al., 2013). Porém, o tratamento prolongado com tamoxifeno pode gerar
resisténcia. Diversos mecanismos de resisténcia sdo propostos, dentre eles, 0s
farmacologicos - exemplificado pela diminuicdo ou anulacdo da atividade da enzima
citocromo Paso 2D6 responsavel pelo metabolismo do tamoxifeno para sua forma ativa; a
diminuicdo ou modificacdo dos REs, diretamente relacionado a resposta clinica em
terapias antiestrégeno; a alteracdo em proteinas co-regulatorias, que em condicgdes
especificas, geralmente em canceres com alta atividade HER2, o complexo tamoxifeno-

RE gera o recrutamento de proteinas co-ativadoras, revertendo o efeito antagonista do
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medicamento; dentre outros mecanismos ja descritos na literatura (VIEDMA-
RODRIGUEZ et al., 2014).

Outro medicamento que age nos REs é o fulvestrant, considerado um competidor
seletivo dos receptores de estrdgeno. Fulvestrant é um anédlogo do 17B-estradiol e atua
através da ligacdo com o RE, devido a sua alta afinidade, levando a degradacao do mesmo
e a consequente diminuicdo da cascata de sinalizacdo gerados através da ligacdo da
molécula de estrogeno. Diferentemente do tamoxifeno, o fulvestrant ndo apresenta
atividade agonista em outros tecidos (SCOTT, BROWN e COME, 2011; AL-
MUBARAK et al., 2013).

Os compostos pertencentes a classe de inibidores de aromatase também podem
ser empregados no tratamento do cancer de mama. A aromatase € uma enzima presente
em diversos Orgdos e tecidos, tais como cérebro, vasos sanguineos, pele, medula,
endomeétrio, tecido adiposo e mamario, sendo responsavel por catalisar a converséo de
androgenos em estrogenos (CHUMSRI et al., 2011). O anastrozol € um exemplo de
medicamento dessa classe e exerce sua acao atraves da ligacdo competitiva com a enzima
aromatase, reduzindo a biossintese de estrégeno na periferia do corpo e nas mamas
(KELLY E BUZDAR, 2010).

2.1.1.5.2.3 Terapia direcionada para o cancer de mama

A caracterizacdo dos biomarcadores expressos no cancer de mama se tornou uma
importante ferramenta para a deteccado e diagnostico da doenga, classificacdo dos subtipos
de céncer, previsdo de possiveis agravos da doenca, predicdo da resposta ao tratamento,
e, além disso, permitiu o desenvolvimento da terapia personalizada (TOSS e
CRISTOFANILLI, 2015).

Um alvo terapéutico para o tratamento do cancer de mama € a superfamilia de
receptores HER. Nessa familia sdo incluidos quatro membros: receptor de fator de
crescimento epidermal (EGFR), HER2, HER3 e HER4 (KUMLER, TUXEN, e
NIELSEN, 2014). O gene ERRB2 codifica o receptor HER2 e & superexpresso em cerca
de 15% até 30% dos diagndsticos de canceres de mama (LANG et al., 2014). Ainda, esta
associado ao aumento da agressividade da doenca, prognéstico dificultado e diminuicéo
da sobrevida do paciente (D'AMATO et al., 2015). Este gene codifica um receptor do tipo

tirosina quinase que, quando ativado, modula uma cascata de sinalizacdo que resulta na
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alteracdo no padrdo de proliferacdo, sobrevida, motilidade e adesdo celular
(KRISHNAMURTI e SILVERMAN, 2014; AHMED, SAMI e XIANG, 2015).

Um medicamento que esta disponivel para utilizagdo no tratamento de cancer de
mama HER2* é o trastuzumab, caracterizado por ser um anticorpo monoclonal
humanizado contra o dominio extracelular do receptor HER2. Consequentemente, por
meio dessa interagéo, a cascata de sinalizagédo gerada pelo ligante original do receptor ndo
sera ativada e os efeitos nao serdo evidenciados (INCORVATI et al., 2013; PINTO et al.,
2013).

O lapatinib também é empregado na terapia direcionada para o cancer de mama.
Esse medicamento é considerado um inibidor de tirosina quinase do receptor EGFR e
HER2, agindo como um competidor do sitio de adenosina trifosfato (ATP). Essa interagdo
evita a subsequente cascata de sinalizacdo gerada pela ativacdo dos receptores EGFR e
HERZ2, levando a inibic¢éo da proliferacdo celular e inducdo da apoptose (D'’AMATO et
al., 2015).

As ciclinas dependentes de quinases 4 e 6 (CDK4 e CDKG6) também sdo
consideradas alvos terapéuticos para o tratamento de cancer de mama. Quando ativadas,
as CDK4 e CDK®6 promovem a entrada da célula no ciclo celular através da fosforilagdo
e consequente inativacdo da proteina retinoblastoma, responsavel pela supressdo de
tumores (TURNER et al., 2015). Em canceres de mama, sinais de oncogenes promovem
a superexpressdo de ciclina D1, substrato para ativagdo da CDK4 e CDKG6 e,
consequentemente, alteracdo da taxa de proliferacdo dessas células tumorais (ROCCA et
al., 2013). O palbociclib € um medicamento que atua como um inibidor seletivo das
CDK4 e CDK®6, gerando o bloqueio da fosforilacdo da proteina retinoblastoma e
acarretando a parada da divisdo celular (MANGINI et al., 2015).

Outros dois medicamentos, everolimus e olaparib, apresentam distintos
mecanismos de acdo e também sdo aplicados na terapia alvo do cancer de mama. O
primerio age através da inibicdo da proteina mammalian target of rapamycin (mTOR),
responsavel pela regulacdo do desenvolvimento celular, proliferagédo, diferenciacdo e
angiogénese (NG, JOHNSON e CUELLAR, 2014). Ja o segundo pertence a classe de
compostos que sao inibidores da enzima poli (adenosina difosfato—ribose) polimerase
(PARP), responsaveis pela reparagdo do DNA. Canceres de mama que apresentam
mutacdes nos genes BRCA 1 e BRCA 2 sdo mais sensiveis a inibidores da PARP.
Portanto, danos no DNA resultantes da acdo indireta do olaparib, levam a morte da célula
e a parada do ciclo celular (ROBSON et al., 2017).
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2.2 Avaliacao de atividades bioldgicas e toxicidade in vitro

2.2.1 Métodos alternativos

Os métodos alternativos e testes in vitro de avaliacdo de atividades bioldgicas e
toxicidade sdo caracterizados pela tentativa de substituicdo ou diminuicdo do uso de
animais na pesquisa (BEDNARCZUK et al., 2010). Esses testes tém seus objetivos
descritos na estratégia dos 3Rs, que consistem na reducdo (Redution) do nimero de
animais em laboratorio por meio do planejamento experimental e do suporte estatistico;
no refinamento (Refinament) descrito como o cuidado com o animal, evitando dor,
estresse e desconforto que podem influenciar diretamente nos resultados da pesquisa; e
na substituicdo (Replacement) por modelos in vitro (CAZARIN, CORREA e
ZAMBRONE, 2004).

As técnicas alternativas in vitro podem utilizar organismos como bactérias,
fungos, algas, crustaceos e microcrustaceos, além de fragdes dos sistemas biologicos, tais
como cultivo de celulas, cultivo de tecidos, enzimas e proteinas (BEDNARCZUK et al.,
2010). Modelos computacionais também podem ser considerados como método
alternativo, nos quais softwares sdo utilizados para o desenho de novas moléculas e séo
realizadas simulacdes que podem predizer um possivel efeito bioldgico e/ou toxico sem
a dissecacdo de animais (DOKE E DAWHALE, 2013). Portanto, os resultados obtidos
nesses ensaios podem direcionar os estudos in vivo, 0s quais contribuirdo para o
melhoramento da sensibilidade e da especificidade dos estudos com animais
(BEDNARCZUK et al., 2010).

2.2.1.1 Atividade antioxidante

As espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs) sdo geradas
naturalmente durante o metabolismo celular dos seres vivos. Desempenham papel
importante nas atividades bioquimicas das células bem como na sinalizacdo de
transducéo, transcrigdo de genes, relaxamento e proliferacdo de células do muasculo liso,
adesdo de leucdcitos, agregacdo plaquetaria, angiogénese, dentre outras atividades
(UTTARA et al., 2009).

Entretanto, quando o organismo ndo consegue neutralizar essas moléculas, ocorre

um desequilibrio entre a taxa de producéo de agentes oxidantes e sua degradacéo
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(VICENTINO e MENEZES, 2007). Consequentemente, hd o acimulo de EROsS/ERNs
no corpo, gerando o fenbmeno chamado estresse oxidativo (SIMIONI et al., 2018). Os
anions superoxidos (O2), perdxido de hidrogénio (H202) e os radicais hidroxilas (OH")
sdo exemplos de EROS (CHOI et al., 2002). Em relacdo as ERNs, as moléculas mais
comuns sdo o Oxido nitrico (NO") e o didxido nitrico (NO2) (SHARMA e AGARWAL,
2004). O estresse oxidativo pode gerar danos ao organismo, podendo levar a degradagéo
de biomoleculas, como lipideos, proteinas e acido desoxirribonucleico (DNA), que
contribuira para o desenvolvimento de doencas cronicas, tais como: aterosclerose, cancer,
diabetes, artrite reumatoide, doencas cardiovasculares, inflamacdo, envelhecimento,
doencas degenerativas, dentre outras (UTTARA et al., 2009).

Um dos mecanismos de neutralizacdo de EROs/ERNs ¢ através da acdo de
substancias antioxidantes, as quais agem em baixas concentracdes quando comparada ao
substrato oxidavel e tém a funcao de atrasar ou inibir a oxidacao desse substrato de forma
eficaz (BIANCHI e ANTUNES, 1999). Os antioxidantes podem ser divididos como
aqueles presentes no préprio organismo, aqui exemplificado pela glutationa, melatonina
e bilirrubina ou aqueles obtidos pela dieta, como a-tocoferol, s-caroteno, acido ascorbico

e 0s micronutrientes zinco e selénio (LEE et al., 2003).

2.2.1.1.1 Método de sequestro de espécies reativas pelo 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH)

O método de sequestro do radical livre - DPPH - baseia-se na capacidade de uma
determinada substancia em doar elétrons, promovendo a reducdo do DPPH e formando o
composto hidrazina. Essa reducdo é evidenciada através da mudanca da coloracdo de
violeta para amarela péalido, alteracdo a qual pode ser medida por meio da obtencédo da
absorvancia utilizando um espectrofotdmetro. Portanto, a absorvancia do DPPH obtida
pelo espectrofotdmetro € inversamente proporcional & concentracdo do ativo antioxidante
testado (ALVES et al., 2010).

A anélise da atividade antioxidante por esse método e simples, sensivel e rapida,
0 que o torna uma ferramenta rotineiramente empregada na pesquisa. Os resultados sdo
expressos como concentracdo de antioxidante que causa 50% de reducdo da absorvancia
do DPPH (CHEN, BERTIN e FROLDI, 2013).
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2.2.1.2 Cultura de células

A cultura de células é caracterizada pela manutengdo e multiplicacdo de células
vivas em um determinado meio de cultura (LUISI et al., 2004), o qual fornece nutrientes
e fatores de crescimento para a sobrevivéncia das células fora do organismo vivo. Fatores
como temperatura e umidade controladas, conhecimento da morfologia celular e técnicas
assépticas sdo essenciais para a correta manutencdo do cultivo celular (MIGITA, 2012).
Portanto, devido ao fato de as células em cultivo manterem o genoma do tecido vivo
original e os mecanismos fundamentais de proliferacdo (mitoses), esse modelo pode ser
considerado uma técnica alternativa aos modelos in vivo (ASSIS et al., 2007). A Figura 5

ilustra o cultivo de células em laboratorio.

Figura 5. Cultivo de celulas em laboratério. Placa de Petri especifica para cultivo de células
contendo meio Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (A) e imagem de
fibroblasto murino (L929) fotografada em microscopio invertido empregando a
objetiva de 20X (B). Fonte: O autor.

Células em cultivo sdo modelos mais simples do que a experimentacéo animal e,
em alguns casos, podem fornecer respostas mais direcionadas para problemas complexos
de pesquisa (MIGITA, 2012). Assis e colaboradores (2007) citam diversas vantagens para

utilizacdo do cultivo de células, as quais encontram-se descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Vantagens da cultura de tecidos, segundo Freshney (2000).

CATEGORIA

VANTAGENS

Pardmetro fisico-quimico ambiental

Condicdes fisioldgicas

Microambiente

Homogeneidade da linhagem celular
Caracterizacédo

Preservacao
Validade e credibilidade

Replicacdo e variabilidade
Economia dos reagentes

Controle de concentracdo x tempo

Mecanizacéo
Reducéo do uso animal

Controle do pH, temperatura, osmolaridade,
gases dissolvidos

Controle de hormonios e concentracdo de
nutrientes

Regulacédo da matriz, interacdo célula-célula,
difusdo de gases

Disponibilidade de sele¢do de meio, clonagem
Citologia e imunocoloragdes sdo realizadas
facilmente

Podem ser estocadas em nitrogénio liquido
Origem, historico, pureza, podem  ser
registrados

Facil quantificacdo

Volumes reduzidos, acesso direto, baixo custo
Habilidade para definir dose, concentracdo e
tempo

Disponivel para microtitulagdo e bioinformatica
Citotoxicidade e triagem de substancias

quimicas candidatas a farmacos, cosméticosetc.

Fonte: Adaptado de ASSIS e colaboradores, 2007.

Os resultados obtidos por meio de estudos com células mantidas em cultura estéo

se tornando ferramentas fundamentais na pesquisa médica e na biotecnologia industrial.

Esses dados podem informar aspectos funcionais, bioguimicos e moleculares, como

tambeém ser aplicados em andlise de alvos farmacoldgicos e na producdo de produtos

bioldgicos, tais como vacinas e anticorpos (MIGITA, 2012).

Considerada uma importante estratégia utilizada por laboratorios de pesquisa, a

cultura de células possui um vasto campo de aplicacéo, tais como para a avaliacdo da
citotoxicidade de compostos (PAES et al., 2012; Nl et al., 2018; ADEM et al., 2018), para
avaliar a biocompatibilidade de materiais (HERNANDEZ, KUMAR e JODDAR, 2017,
ERIONE et al., 2017), para o desenvolvimento de terapia antitumoral (ACEVEDO et al.,
2018; MANATUNGA et al., 2018; KIM e GILBERT, 2018), dentre outras aplicaces.
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2.2.1.2.1 Métodos in vitro de avaliacdo da citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade podem ser considerados padrbes para a avaliacdo
primaria de atividades bioldgicas de substancias ativas que poderdo ser destinadas ao
cuidado da saude. Nesses ensaios sdo avaliados parametros como desenvolvimento,
replicacdo e morfologia de células expostas a determinado ativo (LI1U et. al., 2018).

Os métodos colorimetétricos utilizados para obtencdo da citotoxicidade sdo
caracterizados pela conversdao de um substrato para um produto colorido por enzimas
intracelulares presente em células metabolicamente ativas. Dessa forma, a cor final obtida
¢ diretamente proporcional ao numero de células viaveis. Dentre 0s ensaios
colorimétricos estabelecidos na literatura, dois sdo destacados: o0 ensaio de reducgdo do
brometo de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H tetrazélio (MTT) e o ensaio que
emprega resazurina (EDIRIWEERA, TENNEKOON e SAMARAKOON, 2018).

O método de reducdo do sal de MTT é uma técnica constantemente utilizada para
avaliacdo da citotoxicidade e pode ser considerado padrdo-ouro para a avaliacdo da
viabilidade e proliferacdo celular (VAN TONDER, JOUBERT, e CROMARTY, 2015).
Essa metodologia se baseia na reducéo do sal de MTT, que inicialmente apresenta-se
como uma solucdo aquosa de coloracdo amarelada, por enzimas desidrogenases e agentes
redutores presente em células metabolicamente ativas (STOCKERT et al., 2012). O
produto dessa reacdo é um composto insoltvel em &gua e de coloracdo roxa/azul,
chamado formazana (Figura 6) (SCHERLIE, 2011). A formazana quando solubilizada
com algum solvente, forma uma solucdo homogénea, cuja absorvancia pode ser medida
em espectrofotbmetro (MOSMANN, 1983).
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Figura 6. Reacdo de reducgdo do sal de MTT a formazana. Estrutura quimica do MTT (A) e 0
produto insoltvel da reagdo de reducdo do MTT (formazana) (B). Fonte: Adaptado de
STOCKERT e colaboradores, 2012.

Essa técnica avalia a fungdo mitocondrial, a qual estéd diretamente relacionada ao
metabolismo das células vivas (LOBNER, 2000); sendo a quantidade de células vivas
diretamente proporcional a formacéo dos cristais de formazana (SYLVESTER, 2011).

O método de reducdo da Resazurina também € considerado uma técnica
colorimétrica na qual se avalia a funcdo metabdlica de células vivas. Em solucdo, a
resazurina apresenta uma coloracdo azul nao fluorescente na qual, ao entrar em contato
com células viaveis, sofre reducdo formando o composto resofurina de coloracédo
rosa/vermelha fluorescente (RAMPERSAD, 2012; BONNIER et al., 2015).

Além dessas metodologias acima citadas, na literatura sdo referenciados outros
métodos para a determinacéo da viabilidade e proliferacdo celular por meio da analise de

diferentes indicadores, sendo listados na Tabela 2.
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Tabela 2. Indicadores e métodos para avaliacdo da viabilidade celular e citotoxicidade

Indicador Meétodo para determinacéo da toxicidade
Diferenciacdo células Anélise de PCR para marcadores génicos
Divisdo celular Eficiéncia de revestimento, formacéo clonal
Membrana celular Enzima de rompimento (LDH), absorcdo de

corante na qual a célula normalmente é
impermedvel (azul de Trypan, eritrosina, preto
naftaleno, iodeto de propidio)
Metabolismo celular Absorcdo de precursores fluorescentes ou
is6topos, ensaios para atividade enzimética
Lisossomos Coloracao de células viaveis, ensaio de absor¢édo
do vermelho neutro

Mitocondria Ensaio de reducdo do sal de MTT

Adaptado de MCGAW, ELGORASHI E ELOFF, 2014,

Os estudos computacionais (andlises in silico) também sdo utilizados para
avaliacdo da toxicologia de compostos e utilizados para complementar os estudos in vitro
e in vivo. Os métodos in silico utilizam ferramentas computacionais tais como modelos,
algoritmos, softwares e dados, com o objetivo de organizar, simular, visualizar ou
predizer a toxicidade de substancias. Além disso, contribuem para a diminui¢do do uso
de animais, reducdo dos custos em testes toxicoldgicos e melhorar a predicédo e seguranca
quanto a avaliacdo da toxicidade (RAIES e BAJIC, 2016).

2.2.1.3 Avaliagdo da toxicidade atraves da utilizacdo de bioensaios

A avaliacdo da toxicidade de composto quimicos é necessaria para garantir a
seguranga quanto ao seu uso. VArios testes de toxicidade sdo padronizados nacionalmente
pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) (COSTA et al., 2008) e
aplicados para avaliar a qualidade das aguas, a toxicidade relativa de agentes quimicos,
efluentes liquidos, lixiviados de residuos solidos, dentre outros. A caracterizacdo da
toxicidade de compostos ativos pode ser realizada pela combinagao de pesquisas in vitro,

in silico e in vivo, sendo os dois primeiros considerados ensaios preditivos, 0s quais
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auxiliam e limitam o uso de animais, respeitando o principio dos 3Rs (CHAPMAN et al.,
2013).

Uma das formas de avaliacdo da toxicidade pode ser atraves da realizacdo de
bioensaios. Esses sdo caracterizados pela exposicao de determinado agente, em diferentes
concentragdes, a um organismo Vvivo, nos quais sdo observados efeitos no comportamento
e na sobrevida. Os bioensaios podem utilizar como organismos vivos as bactérias
luminescentes (Vibrio fischeri, Vibrio harveyi, Photobacterium phosphoreum e
Pseudomonas fluorescens), as algas (Raphidocelis subcapitata), os organismos
invertebrados (Daphnia magna, Thamnocephalus platyurus e Artemia salina) e os
organismos aquaticos como peixes e mexilhdes (GHOSH, THAKUR e KAUSHIK,
2017).

O bioensaio que emprega 0 microcrustaceo Artemia salina é considerado uma
ferramenta Gtil para a avaliacao preliminar da toxicidade aguda (FERRAZ FILHA et al.,
2012) e sua metodologia encontra-se descrita na Norma Brasileira, emitida e divulgada
pela ABNT — NBR 16530 de 09/2016. O género Artemia apresenta ampla distribuigéo
geografica e possui caracteristicas que o classifica como um organismo para 0 uso na
ecotoxicologia, tais como cultura e manutencdo simples em laboratério; resisténcia
quanto a manipulacdo; ciclo de vida curto; e alta taxa de reproducdo. Além disso,
sobrevive as condi¢cBes ambientais extremas, tais como alta taxa de salinidade (5-250 g
L) e temperatura (6-35 °C), sendo um organismo adaptavel as diversas condigbes
ambientais (NUNES et al,. 2006). Apesar dessa adaptabilidade, esse organismo é
considerado um bioindicador em experimentos laboratoriais, apresentando uma resposta
visivel a pequenas variages no microambiente (CARVALHO et al., 2009).

O ensaio de letalidade com Artemia salina é eficiente, requer uma pequena
quantidade de amostra, de rapida obtencdo de resultados e de baixo custo, pois ndo
demanda uma quantidade de equipamentos especiais e nem instalacdo sofisticada para
sua realizacdo (PIMENTA et al., 2003). Os cistos de Artemia salina podem ser adquiridos
prontamente e com baixo custo no comércio e continuam viaveis por anos, por estarem
no estado inativo (latente). Esse bioensaio pode ser utilizado na avaliagdo de residuos de
pesticida, analise de micotoxinas, fluxo de poluentes, toxicidade de déleos dispersantes,
agentes toxicos em ambientes marinhos, dentre outras aplicacdes (MEYER et al., 1982).
Adicionalmente, de acordo com Luna e colaboradores (2005), os resultados obtidos nesse
ensaio apresentam boa correlagdo com a atividade citotoxica em tumores sélidos

humanos.
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2.3 Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC)

A prética e a utilizacdo da Medicina Tradicional e Complementar aumentaram nas
ultimas décadas nos sistemas de salde (SOUSA e TESSER, 2017). Segundo a OMS, a
Medicina tradicional e complementar é definida como o conjunto de conhecimentos,
habilidades e préaticas baseado em teorias, crencas e experiéncias de diferentes culturas
aplicadas na manutencédo da satde do individuo. Além disso, engloba praticas de cuidado
a salde que nao estdo inseridas no sistema de saude do pais (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013).

No Brasil, devido a auséncia de diretrizes especificas para regulamentacdo de
experiéncias ja aplicadas em diversos municipios e estados em relacdo a Medicina
tradicional e complementar, foi criada em 2006, a Politica Nacional de Préaticas
Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Satde (SUS). Essa Politica Nacional
visa a prevencdo de agravos, a promogdo e a recuperacao da salde; garantir qualidade,
eficécia, eficiéncia e seguranca quanto ao uso das praticas complementares; estimular e
divulgar possiveis terapias alternativas para o tratamento de doencas (BRASIL, 2006).
Dentre as praticas complementares que abrangem essa politica, destacam-se a Medicina
tradicional chinesa (Acupuntura), Homeopatia, Fitoterapia, Antroposofia e a
Crenoterapia. Além dessas, em marco de 2017, as praticas integrativas e complementares
(PICs) foram ampliadas em 14 outras modalidades, as quais disponibilizam ao usuario do
SUS maiores alternativas terapéuticas e possibilita a integralidade no atendimento ao
paciente na atencdo béasica (BRASIL, 2018).

Diversos fatores que motivam a procura do paciente por essas praticas alternativas
podem ser destacados, tais como o reposicionamento do paciente como centro do modelo
médico; a busca de meios terapéuticos simples, sem utilizacdo de tecnologias invasivas,
porém com igual ou maior eficacia no tratamento dos agravos de salde; a construgéo de
uma Medicina na qual promova uma autonomia do paciente, na qual o foco seja a satde
como um todo e ndo a doenca (SANTOS e TESSER, 2012). Portanto, devido ao
reconhecimento dessas praticas como alternativa para os tratamentos convencionais e a
maior demanda por esse servico, profissionais de saude estdo procurando se qualificar
melhor e enriquecer suas habilidades (TESSER, 2009).

Diante dos fatos acima relacionados, a procura pelas Préaticas Integrativas e

Complementares (PICs) esta crescendo nos ultimos anos. Em 2015, segundo o Sistema
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de Informacdo em Salde para a Atencdo Basica (SISAB) do Departamento de Atencao
Bésica do Ministério da Salde, foram registrados cerca de 527.953 atendimentos
individuais (BRASIL, 2016), enquanto em 2016 foram registrados cerca de 2.203.661
atendimentos (BRASIL, 2017a). Além disso, no total de atendimentos em 2016, é
possivel observar a maior procura de mulheres pelas PICs, superando o dobro de

atendimentos para os homens, como ilustrado na Figura 7.
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Figura 7. Atendimentos individuais com oferta de praticas integrativas e complementares por
género e idade no ano de 2016. Fonte: BRASIL, 2017a.

Entretanto, ainda ha desafios para implementacdo das PICs no SUS e por parte
dos gestores publicos, tais como a falta de recursos humanos capacitados para o
desenvolvimento das praticas; recurso financeiro insuficiente; espaco fisico inadequado
para o oferecimento do servico; além de fatores culturais e cientificos que impendem a
implementacdo do servico. Desse modo, ha o reconhecimento das PICs, porém ha uma
caréncia de diretrizes operacionais para sua implantacdo (SANTOS e TESSER, 2012).
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2.3.1.1 Fitoterapicos

O medicamento fitoterapico € aquele originado exclusivamente de matérias-
primas vegetais. A eficacia e seguranca do uso sdao comprovados por meio de estudos
etnofarmacoldgicos, documentacdes técnico-cientificas ou ensaios clinicos de fase 3, bem
como sua qualidade comprovada por testes de reprodutibilidade e homogeneidade da
matéria-prima (BRASIL, 2006).

Em relacdo a regulamentacéo da utilizacao de plantas medicinais e fitototerapicos,
debates mundiais resultaram na Declaracdo de Alma Ata, em 1978, na qual foi atribuido
as plantas medicinais e fitoterapicos a finalidade profilatica, curativa e paliativa
(MACEDO, 2016). No Brasil, além da PNPIC, foi instituida em 2006 a Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (BRASIL, 2006), que tem como objetivo
garantir & populagdo brasileira 0 acesso seguro e 0 uso racional, aléem de promover o uso
sustentivel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da inddstria
nacional. Em 2008, foi aprovado o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, que em conformidade com a PNPMF e a PNPIC traz acbes, aspectos
relacionados a gestdo, 6rgdos, prazos e origens dos recursos (BRASIL, 2009). Esses
marcos foram importantes para a insercao das plantas medicinais e fitoterapicos no SUS,
promovendo maior acesso a populacdo a esse método alternativo de tratamento.

Considerando a Fitoterapia como uma pratica integrativa e complementar,
segundo o SISAB, no ano de 2016 foram registrados 89.037 atendimentos individuais
para uso da Fitoterapia na atencdo basica (BRASIL, 2017a), sendo evidenciado um
aumento no numero absoluto em relacdo ao ano anterior (2015), no qual 50.050
atendimentos foram registrados (BRASIL, 2016).

Em relacdo aos fitoterapicos inseridos no SUS, sdo disponibilizados o total de
treze medicamentos, os quais estdo listados na Relacdo de Medicamentos Essenciais
(RENAME) (BRASIL, 2017b) e indicados para o tratamento de diversas enfermidades,

tais como queimaduras, gastrite, Ulceras, artrite e osteoartrite.
2.3.1.1.1 Compostos antitumorais de origem vegetal
As plantas superiores constituem uma fonte importante de novas substancias

utilizadas como agentes terapéuticos. O isolamento e determinacdo estrutural de

compostos produzidos pelo metabolismo secundario dos vegetais funcionam como
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modelo para modificagdes estruturais que irdo otimizar as propriedades farmacologicas e
bioquimicas do composto (BRAZ FILHO, 2010).

Diversas classes de compostos originadas do metabolismo secundario das plantas
apresentam atividade antitumoral, tais como terpenos (JIANG et al., 2018), alcaloides
(MARQUES e LOPES, 2015), cumarinas (HUANG et al., 2017), flavonoides (LI et al.,
2018), dentre outras classes.

Os alcaloides vimblastina e vincristina (Figura 8) sdao exemplos de compostos
isolados da espécie vegetal Catharanthus roseus (L.) G. Don e utilizados na terapéutica
de linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi, cancer de ovario e leucemia linfoblastica
aguda infantil (BRANDAO et al., 2010). Esses compostos agem na estimulacdo da
despolarizacdo dos microtubulos através da ligagdo com as B-tubulinas, impedindo a
polimerizacdo. Dessa forma, ndo ha a formacdo do fuso mitdtico e o ciclo celular é
interrompido. Outras estruturas semissintéticas dos alcaloides da vinca foram
estabelecidas, tais como a vinorelbina e a vindesina, sendo o primeiro utilizado no
tratamento do cancer de mama e carcinoma de pulmao, e o segundo usado para cancer de
mama, melanoma, adenocarcinoma de pulmao e distdrbios hematoldgicos (MARQUES
e LOPES, 2015).

Figura 8 Estrutura quimica dos alcaloides vimblastina (1) e vincristina (2) isolados das folhas de
Catharanthus roseus. Fonte: BRANDAO e colaboradores, 2010.

Outro agente antitumoral derivado de plantas que merece atencéo é o paclitaxel
(Figura 9). Esse composto é originado das cascas de Taxus brevifolia e usado no
tratamento do cancer de mama, de ovario, sarcoma de Kaposi em pacientes com Sindrome

da Imunodeficiéncia adiquirida (AIDS, do inglés Acquired Immunodeficiency Syndrome),
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canceres de cabeca e pescoco e tumores cerebrais. O paclitaxel é um diterpeno complexo,
descoberto durante extensa triagem de extratos no ano de 1963 (MARUPUDI et al.,
2007). O mecanismo de acgdo desse composto envolve a promocgao e estabilizacdo dos
microtUbulos durante a divisdo celular. Dessa forma, a célula perde a capacidade de
desconstruir o fuso mitético e, consequentemente, inviabiliza o prosseguimento das fases
do ciclo celular (MA e MUMPER, 2013).

Figura 9. Estrutura quimica do paclitaxel. Fonte: MARUPUDI e colaboradores, 2007.

Portanto, a utilizacdo de agentes antineoplasicos ainda continua sendo a
abordagem terapéutica mais adotada para o tratamento do cancer (MARQUES e LOPES,
2015). Dessa forma, diante da grande biodiversidade natural, principalmente disponivel
no Brasil, a pesquisa envolvendo as plantas medicinais se torna desejavel e necessaria,
com vistas a descoberta de novas moléculas ativas e elaboracdo de fitoterapicos mais

seguros, eficazes e especificos para o tratamento de doencas.

2.3.1.1.2 Annona ambotay

A familia Annonaceae compreende 135 géneros e cerca de 2.500 espécies
(LUCIO et al., 2014), na qual se inclui Annona ambotay. Dentro dessa familia estio
incluidos vegetais na forma de arvores, arbustos e lianas e pode ser dividida em duas
grandes subfamilias: Annonoidae - composta pelos géneros Annona, Guatteria, Xylopia,
Uvaria e Artabotrys; e Monodoridae - que inclui os géneros Isolona e Monodora
(QUILEZ et al., 2018). Os membros dessa familia estdo distribuidas entre as areas
tropicais do continente americano, africano e asiatico (JUNIOR et. al., 2014), fornecendo

frutos comestiveis (VENDRAMIN et al., 2013) e também usados na perfumaria, bem
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como na medicina popular para o tratamento da diabetes (MADALENO, 2011) e da
hipertensdo (BATTISTI et al., 2013).

O género Annona pode ser considerado um dos representantes mais promissores
da familia Annonaceae. Economicamente, no Brasil, algumas das espécies pertencentes
a esse género sdo cultivadas e comercializadas em larga escala, tais como A. crassiflora
(araticum), A. squamosa (fruta do conde) e A. muricata (graviola), A. reticulata
(condessa) e A. cherimola (cherimoia) (JUNIOR et. al., 2014). Além disso, apresentam
diferentes propriedades farmacoldgicas, tais como inseticida (BRAVO et al., 2002;
RAVAOMANARIVO et al., 2014), antitumoral (PIMENTA et al., 2003), antibacteriana,
citotoxica (RINALDI et al., 2017) e inibicdo da acetilcolinesterase (FORMAGIO et al.,
2015).

Compostos isolados de diferentes espécies vegetais pertencentes ao género
Annona estdo relacionados as atividades biologicas atribuidas a essas espécies.
Annomuricina A, B e C sdo acetogeninas isoladas das folhas de A. muricata que
apresentaram citotoxicidade frente a linhagens tumorais de pulmdo A549, mama MCF7
e de colon HT-29 além de toxicidade evidente frente ao microcrustaceo Artemia salina
(MOGHADAMTOUSI et. al., 2015). Outra espécie vegetal estuda é a Annona reticulata,
a qual ja foram isolados diferentes compostos tais como acido kaurendico, liriodenina,
reticulina e bullatacina que participam das diferentes atividades relacionadas a essa
espécie como atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria dentre outras
(JAMKHANDE E WATTAMWAR, 2015). Além das espécies vegetais acima citadas,
Quilez e colaboradores (2018) relacionam diversos outros componentes que
provavelmente estdo associados ao desenvolvimento das atividades bioldgicas atribuidas
ao género Annona.

Annona ambotay, espécie pertencente ao género Annona e familia Annonaceae, €
um arbusto que encontra-se distribuido na América do Sul, incluindo Brasil, Colombia,
Peru, Venezuela, Bolivia e nas Guianas, e é conhecida popularmente como envira-caju
ou envira-taia (MAAS et al., 2007). Na medicina popular boliviana, as sementes ou cascas
de A. ambotay s&o usadas no tratamento de entorses através da aplicacéo direta no local
dalesdo (BRAVO et al., 2002). Além disso, Takahashi e colaboradores (2006) reportaram
atividade antibacteriana do extrato benzénico obtido a partir das cascas de A. ambotay
frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Em relagdo & composicdo quimica, a presenca de alcaloides (LEOBOEUF et al.,
1982; OLIVEIRA et al., 1987; SANTOS, MORAIS e BRAZ-FILHO, 2003),
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sesquiterpenos e flavonoides (BRAVO, 2002) foi encontrada nos extratos de espécies
oriundas da familia Annonaceae. Em adi¢do aos constituintes quimicos relacionados,
Oliveira e colaboradores (1987) e Bravo e colaboradores (2002) isolaram 0s compostos:
geovanine do extrato bezénico, e a argentilactona do extrato diclorometanico,
respectivamente, das cascas de A. ambotay.

Portanto, devido a escassez de dados na literatura, a espéecie vegetal Annona
ambotay se torna um importante objeto de estudo para nosso grupo, o qual vislumbra

desvendar potenciais atividades bioldgicas ainda ndo descritas para esta espécie vegetal.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar as atividades bioldgicas e a toxicidade in vitro do extrato seco das cascas

de Annona ambotay (Aubl.).

3.2 Especifico

Estabelecer o potencial antioxidante do extrato seco (hidroalcoo6lico) das cascas
de Annona ambotay pelo método de sequestro de espécies reativas - DPPH.

Avaliar a citotoxicidade desse extrato frente as linhagens celulares sadias de
fibroblastos murino (L929) e queratindcitos humano (HaCaT).

Analisar a atividade antiproliferativa in vitro do referido extrato frente as
linhagens celulares tumorais de adenocarcinoma mamario humano (MDA-MB-231 e
MCF7) e adenocarcinoma mamario murinho (4T1).

Estabelecer a toxicidade aguda do extrato seco obtido das cascas de Annona

ambotay frente ao microcrustaceo marinho Artemia salina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

As cascas de A. ambotay (Aubl.) foram obtidas no mercado “Ver o peso” situado
na cidade de Belém, Para, Brasil. Em seguida, foram secas a 40 °C em estufa e

pulverizadas em microprocessador para obtencao de um po.

4.1.2 Preparo do extrato

Dez (10) gramas do p6 da casca obtido foram colocados em maceracdo durante
72 horas e extraido com 500 mL de solugdo hidroetandlica 70% (v/v) em temperatura
ambiente. Posteriormente, os residuos foram removidos por filtragdo e o solvente foi
evaporado ap6s ser submetido a temperatura de aproximadamente 40 °C sob baixa
pressdo e rotacdo, no rotaevaporador (Buchi, Suica). Apos essa reducdo, o extrato foi
liofilizado (Christ, Alemanha) sob pressdo de 1,8 mbar e temperatura de -14 °C. O
rendimento do extrato foi de 5,9% peso/peso (p/p). O material obtido foi armazenado

protegido da luz e a de -20 °C, até a utilizacao.

4.2 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método de sequestro de espécies
reativas de oxigénio através da reducdo do DPPH, descrito por Sreejayan e Rao (1996),
com modificagdes. Para realizacdo do ensaio, foi preparada uma solugédo de DPPH na
concentracdo de 0,05 mM através da pesagem de 1 mg de DPPH solubilizado em 50 mL
de etanol absoluto.

Em relagéo ao preparo da amostra, 0 extrato seco obtido das cascas de A. ambotay
foi pesado (2 mg) e solubilizado em 2 mL de etanol para analise (P.A.) para obtencédo de
uma soluco inicial de 1000 pug mL. A partir dessa, foram realizadas diluigdes seriadas,
sendo etanol absoluto o diluente. Em uma microplaca de 96 pocos, 150 pL de DPPH
foram adicionados a 50 pL das solucbes preparadas anteriormente, sendo obtido, ao
término do processo, concentragdes-teste na faixa de 0,97 a 250 pg mL™. Para cada
concentracdo foi preparado o branco da amostra, adicionando-se 150 pL de etanol

absoluto & 50 pL da solugdo-teste, para excluir possivel interferéncia da coloracdo da
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amostra. O padréo utilizado no ensaio foi o resveratrol (Fagron, Brasil) e foi preparado
igualmente a amostra e na mesma faixa de concentracéo.

ApoGs o preparo da placa, a mesma foi levada ao agitador de microplaca para
homogeneizacdo e deixada ao abrigo da luz e a temperatura ambiente por um periodo de
30 minutos. Em seguida, foi realizada a leitura da absorvancia em espectrofotémetro
(Multiskan GO, Datamed, Brasil) no comprimento de onda fixo de 510 nm.

A atividade antioxidante foi calculada por meio da Equacao 1:

000000000 0000000000004%)= " "
0 oooo

0-0 00o0booo

x 100 (Equagdo 1)

onde: Aamostra € 0 Valor da absorbancia da solu¢do contendo a amostra mais o DPPH,;
Acontrole €quivale ao valor da absorbéncia da solu¢do contendo amostra mais o etanol; e
AoprprH equivale a solugdo etandlica de DPPH.

Com a obtencéo das absorvancias, foram calculadas as porcentagens da atividade
antioxidante para cada concentracdo e construido um grafico de dose-resposta. Dessa
forma, foi possivel obter a concentracdo capaz de inibir 50% dos radicais livres (Clso)
presente no DPPH. A andlise estatistica realizada foi o teste T de Student e valores de

p<0,05 apresentaram diferenca estatisticamente significativas.

4.3 Cultura de células

4.3.1 Linhagens celulares

As linhagens celulares utilizadas para o desenvolvimento desse projeto foram:
fibroblasto murino (L929), queratindcito humano (HaCaT), adenocarcinoma mamario
humano (MDA-MB-231 e MCF7) e tumorais de glandula mamaria de murinos (4T1).
Todas as células foram cultivadas em meio Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM, Vitrocell) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Vitrocell), 1% de
penicilina e estreptomicina (100 pg mL?, Sigma-Aldrich) e 1% de é&cido [4-(2-
hidroxietil)]-1-piperazinaetanolsulfénico (HEPES, 10 mM, Sigma-Aldrich) e mantidas
em estufa sob atmosfera umidificada a 37 °C a 5% de dioxido de carbono (CO.) e pH=7,2.
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4.3.2 Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado de acordo com o0 método MTT (Sigma-
Aldrich, EUA) descrito por Mosmann (1983) frente a linhagem de células imortalizadas
de fibroblastos (L929) e queratindcitos (HaCaT). Inicialmente, foram plaqueadas placas
de 96 pogos com densidade celular de 5 x 10° células por pogo em 100 pL de meio. Depois
de 24 horas de incubacdo, tempo necessario para aderéncia celular, o meio foi substituido
pelos tratamentos. Foram preparadas 5 réplicas, das quais foram aplicadas 100 pL do
extrato de A. ambotay solubilizado inicialmente a 1% de etanol 70% (v/v) em meio de
cultura DMEM, sendo a faixa de concentracéo teste variando de 7,81 a 1000 pg mL™. O
controle do experimento foi realizado nas mesmas condi¢fes, porém aplicados apenas
meio de cultura sem o extrato. Além disso, foi preparado o controle do solvente por meio
da adigdo de 1% de etanol 70% em meio DMEM. Essas placas foram novamente
incubadas a 37 °C a 5% CO; pelo periodo de 48 horas. Ao término desse tempo, 0s
tratamentos foram removidos, 0s pocos lavados com 100 pL de tampao fosfato salino
(PBS, do inglés Phosphate Buffered Saline) e aplicado a solu¢do de MTT a 10% [(10 pL
de MTT (5 mg mL™") e 90 uL de DMEM)]. As placas foram novamente incubadas por 3
horas e, entdo, os cristais de formazana foram solubilizados com 100 pL de
dimetilsulfoxido (DMSO, Vetec). A absorvancia foi medida em espectrofotdmetro com
leitor de microplaca em comprimento de onda fixo de 540 nm.

Os resultados foram expressos em porcentagem (%) de viabilidade celular
(Equacdo 2) comparando o controle (células ndo tratadas) com os tratamentos e foi
calculado a concentracéo inibitoria de 50% (Clso), ou seja, concentracdo que reduz a
viabilidade celular em 50% por meio da elaboracao do grafico de mortalidade celular em

funcdo das concentragdes, usando o Microsoft Office Excel.

JO00DoDooooooo0o00 (%) ——— x 100 (Equacéo 2)

onde: Aamostra € 0 Valor da absorvancia obtida apos reagdo com MTT referente as células
tratadas com diferentes concentragbes do extrato; Acontrole €quivale ao valor da
absorbancia apds reacdo com MTT de células ndo tratadas, ou seja, que foi adicionado

apenas meio de cultura.
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A andlise estatistica aplicada foi a analise de variancia (ANOVA) seguido de pos

teste de Bonferronni, sendo valores de p < 0,05 considerados estatisticamente diferentes.

4.3.3 Atividade antiproliferativa do extrato seco de A. ambotay em células de carcinoma

mamario

A atividade antiproliferativa do extrato seco de A. ambotay foi avaliada pelo método
de reducéo do sal de MTT (MOSMANN, 1983), com metodologia j& descrita no item
4.3.2 desse trabalho. Foi aplicado frente as linhagens tumorais de cancer de mama MDA-
MB-231, MCF7 e 4T1 e observada a reducdo da viabilidade celular em funcdo dos
tratamentos. A faixa de concentracdo do extrato de A. ambotay utilizada foi de 7,81 até
1000 pg mL*. O controle positivo foi realizado pela adicdo de meio de cultura sem a
presenca do extrato e o controle do solvente pela adicdo de 1% de etanol 70% (v/v) em
meio de cultura.

Os resultados foram expressos em porcentagem (%) de viabilidade celular
(Equacdo 2) comparando o controle (células ndo tratadas) com os tratamentos e foi
calculada a Clso, através elaboracdo do grafico de mortalidade celular em fungdo das
concentracOes, usando o Microsoft Office Excel. A analise estatistica aplicada foi a
ANOVA seguido de po6s teste de Bonferronni, sendo valores de p < 0,05 considerados

estatisticamente diferentes.

4.4 Ensaio de letalidade para Artemia salina

O ensaio de letalidade para Artemia salina foi realizado de acordo com modelo
descrito por Meyer e colaboradores (1982), com modificacdes. Os ovos encistados do
microcrustaceo foi obtido no estabelecimento Maramar Aquacultura (Cabo Frio, Rio de
Janeiro, Brasil) e incubados em agua marinha artificial com pH = 8-9 a temperatura
ambiente. Depois de 48 horas de incubagdo, os ovos eclodiram e 10 unidades do
microcrustaceo foram coletados e adicionados em pogos contendo o extrato seco das
cascas de A. ambotay solubilizados inicialmente em 2,5% de DMSO com volume
completado para 5 mL usando agua do mar artificial. O extrato foi testado em triplicata
nas concentragdes de 10 a 1000 ug mL~'. Como controle negativo foram utilizados agua
do mar artificial e DMSO (2,5%). Além disso, como controle positivo foi utilizado o timol

na faixa de concentracdo de 10 a 1000 pg mL™'. Depois de 24 horas de tratamento, 0
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numero de microcrustaceos sobreviventes foi obtido e a porcentagem de morte calculada.
A concentragdo letal de 50% (CLso) e o erro padrdo foram calculados pela analise Probit
(Finney, 1971). A analise estatistica aplica foi o teste T de Student e valores de p < 0,05

apresentaram diferenca estatistica significante.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada para o extrato seco obtido das cascas de A.
ambotay e os resultados encontram-se na Tabela 3. A partir dos valores de absorvancia
encontrados para cada concentracao testada, foi possivel construir um gréfico de dose-
dependéncia e através da equacdo da reta obter a Clsg. Por meio da andlise desse
parametro foi possivel observar que ndo houve diferenca significativa entre a atividade
antioxidante do extrato bruto (Clso = 8,30 pg mL™) e o padréo de referéncia — o resveratrol
(Clso= 8,60 pg mL™) (p =0,2841).

Martins e colaboradores (2016) classificaram a atividade antioxidante como 6tima
(Clso< 15 pg mL™), boa (15 pg mL™ < Clso< 50 pug mL™), média (50 pg mL™ < Clso
<100 pg mL™) e fraca (Clso> 100 ug mL™). Portanto, o extrato de A. ambotay apresenta
6tima atividade antioxidante e, além disso, possui atividade semelhante ao resveratrol,
molécula de origem natural que possui potente atividade jA comprovada na literatura
cientifica (PANGENI et al., 2014; BITTERMAN e CHUNG, 2014; GAMBINI et al.,
2015; DOS SANTOS et al., 2015).

Tabela 3. Atividade Antioxidante do extrato de A. ambotay e do resveratrol.

Amostra Clso (ug mL1)
Extrato de A. ambotay 8,30 + 0,12"*
Resveratrol 8,60 £ 0,40

O sobrescrito (n.s.) indica que ndo houve diferenca significativa entre resveratrol e o extrato
de A. ambotay com valor de p>0,05 analisado pelo teste t de Student (média + desvio padrao,
n=3).

Uma das caracteristicas de células tumorais € o maior consumo de energia, devido
ao metabolismo acelerado e ao aumento da taxa de proliferacdo. Como consequéncia, ha
0 acumulo de EROs, os quais podem desencadear o desenvolvimento de novas células
tumorais através da mutacdo do DNA gendmico (GORRINI, HARRIS e WAK, 2013), da
expressdao de oncogenes (ZIECH et al., 2010) e da modulacdo da apoptose celular
(HALLIWELL, 2007). Portanto, a descoberta de novas moléculas com atividade
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antioxidante pode auxiliar no tratamento do cancer por meio da neutralizacdo de EROs,
reduzindo a toxicidade gerada pelos mesmos.

Diferentes estudos envolvendo espécies do género Annona relatam atividade
antioxidante para os extratos obtidos de diferentes partes das plantas e empregando o
mesmo método analitico usado no nosso estudo (DPPH). Roesler e colaboradores (2007)
encontraram Clsg superior ao presente estudo para o extrato das cascas (Clso= 48,82 ug
mL?) e sementes (Clso = 31,14 ug mL™) de A. crassiflora, assim como Kalidindi e
colaboradores (2015) para o extrato cloroférmico das folhas (Clso= 308,3 ug mL™) de A.
squamosa Linn. Simo e colaboradores (2018) encontraram Clso de 54,5 pg mL™, 40,3 ug
mL?te 18,8 ug mL™ para o extrato etandlico das folhas, do tronco, e das raizes de A.
muricata, respectivamente.

Formagio e colaboradores (2013) obtiveram resultados préximos ao presente
estudo para as fragdes acetato de etila (Clso= 8,53 ug mL™) e hidrometanélico (Clso=
10,57 ug mL1) obtidos das folhas de A. dioica St. Hill. J4 em estudo realizado por Roduan
e colaboradores (2018), referente as fraces metandlica, diclorometanica, etandlica e
hexanica das folhas de Annona muricata, apenas a primeira fracdo apresentou atividade
antioxidante menor que a do presente estudo (Clso= 3,8 pgmL™).

Trabalhos presente na literatura cientifica demostraram correlacéo entre o contetido
fendlico e a atividade antioxidante para membros pertencentes a familia Annonaceae. As
espécies A. squamosa (RUIZ-TERAN, MEDRANO-MARTINEZ, NAVARRO-
OCANA, 2008), A. cuneata Oliv. (KHALLOUKI et al., 2011), A. coriacea e A. sylvatica
(BENITES et al., 2015) sdo exemplos dessa relacdo de estrutura-atividade. Do Santos e
colaboradores (2018) também atribuiram o potencial antioxidante do extrato metandélico
obtido das folhas de Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.) Benth. & Hook. f. (Clso = 22,46 +
1,76 ng mL1) a presenca do contetido fendlico e flavonoides.

Em relacdo aos compostos isolados de espécies pertencentes ao género Annona,
Lima, Pimenta e Boaventura (2010) avaliaram a atividade de doze acetogeninas da A.
cornifolia e demonstraram que as mesmas possuiam atividade antioxidante com Clsg
variando de 1,95 £ 0,34 pgmL™1a 0,99 £ 0,18 pg mL?).

Considerando os dados acima expostos, o resultado obtido nesse estudo para a
atividade antioxidante possivelmente pode ser explicado pela presenga dos diferentes
compostos bioativos presente no extrato bruto das cascas de A. ambotay. Oliveira e
colaboradores (1987), ao analisarem o extrato benzénico e a fragdo acetato de etila das

cascas do tronco de A. ambotay, identificaram a presenca de diferentes compostos com
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atividade antioxidante ja descrita na literatura cientifica, tais como a quercetina
(D’ANDREA, 2015), kaempferol (CHEN e CHEN, 2013) e catequina
(BERNATONIENE E KOPUSTINSKIENE, 2018).

5.2 Viabilidade celular

A citotoxicidade foi avaliada frente a linhagens celulares sadias de fibroblastos e
queratindcitos e os resultados estdo expressos na Figura 10 (A e B). Pode ser observada
a reducdo de 43% até 84% na viabilidade celular frente aos fibroblastos murinos (L929)
(Figura 10A), quando comparado ao grupo controle, sendo evidenciado efeito citotoxico
em todas as concentragdes testadas. Além disso, em relacdo aos queratinécitos (HaCaT),
a reducdo na viabilidade celular variou de 32% ate 72% (Figura 10B) quando comparado

ao grupo controle.
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Figura 10. Viabilidade celular de fibroblastos murino (L929) (A) e queratindcitos humano
(HaCaT) (B) em funcéo dos tratamentos com extrato seco de Annona ambotay por um
periodo de 48 horas. O * indica diferenga estatistica significante das concentrag¢fes do
extrato de A. ambotay quando comparadas ao grupo controle, com valores de p < 0,05
realizado pela ANOVA seguido de pds teste de Bonferroni.

O efeito citotoxico observado possivelmente esta relacionado a presenca de
metabolitos secundarios, dentre os quais merecem destaque as acetogeninas - importante
classe de compostos presente em extratos de plantas do género Annona (TUNDIS, XIAO
e LOIZZO, 2017). Essas apresentam atividade pesticida, antimalaria, antiparasitaria,
antimicrobiana, inibidor do crescimento celular e citotoxico (ROHAM et al., 2016).

Freiburghaus e colaboradores (1996), ao analisarem a citotoxicidade dos extratos

etéreos e diclorometano obtidos da casca do tronco de Annona senegalensis em
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fibroblastos humanos (WI-38), verificaram que as maiores concentracdes que nao
afetaram o crescimento celular foram 56 pg mL™e 6 pg mL™?, respectivamente. Estudo
realizado por Santos e colaboradores (2015) avaliando a citotoxicidade do extrato
hexanico e metanodlico das sementes de Porcelia macrocarpa (Annonaceae) frente a
linhagem de fibroblastos (L929), obtiveram Clso superior a 100 pg mL™. Justino e
colaboradores (2016) avaliaram a atividade citotdxica do extrato etanolico das cascas do
fruto de Annona crassiflora frente a linhagem de fibroblasto murino (NIH/3T3) e
obtiveram Clso= 240 + 3,8 pg mL™.

Em relagdo a citotoxicidade em queratindcitos humano (HaCat), George e
colaboradores (2012) avaliaram a atividade do extrato butandlico das folhas de Annona
muricata Linn. frente & essa linhagem e obtiveram Clso = 30,1 pg mL™ . Em outro trabalho
realizado com as fracOes diclorometéanica, hexanica e metanoélica obtidas da mistura de
folhas e cascas de Annona muricata foi observado efeito toxico frente a linhagem de
células HaCaT, com Clso= 38,8 pg mL™, 59,6 ug mL™, ¢ 59,1 pg mL™, respectivamente
(CHAMCHEU et al., 2018).

Comparativamente aos resultados descritos acima, o extrato seco de Annona
ambotay demonstrou efeito citotoxico mais proeminente para fibroblastos murinos
(L929), os quais apresentaram alteragdo no padréo de crescimento celular, com variagao
de 16% a 57% na viabilidade celular nas concentragdes testadas (7,81 a 1.000 pg mL™).
Em relacdo ao efeito citotoxico em queratindcitos (HaCaT), foi observada toxicidade
menor ou similar (Clso= 60,65 pg mL™) desse estudo quando comparado & diferentes

fracBes de extratos e outras espécies vegetais pertencentes ao género Annona.
5.3 Atividade antiproliferativa

O efeito antiproliferativo do extrato seco das cascas de A. ambotay foi avaliado
frente as linhagens tumorais de cancer de mama e estdo descritos na Figura 11. Foi
observada uma variagao na viabilidade celular de 22% a 83% para MD-MB-231 (Figura
11A), de 38% a 74% para MCF7 (Figura 11B) e de 23% a 49% para 4T1 na faixa de

concentracgdes testadas, quando comparada ao grupo controle.
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Figura 11. Avaliacéo do efeito antiproliferativo frente as linhagens tumorais de cancer de mama
humano MDA-MB-231 (A), MCF7 (B) e murino 4T1 (C) em fung&o dos tratamentos
com extrato seco de Annona ambotay pelo periodo de 48 horas. O * indica diferenca
estatistica significante das concentragdes do extrato de A. ambotay quando
comparadas ao grupo controle, com valores de p < 0,05 realizado pela ANOVA
seguido de pds teste de Bonferroni.

Gavamukulya e colaboradores (2014) analisaram o extrato etandlico das folhas de

Annona muricata em células de cancer de mama humano (MDA-MB-231) e encontraram

uma resposta de dose-dependéncia com Clso = 248,77 pg mL™ por um periodo de

exposicdo de 72 horas. Najmuddin e colaboradores (2016) demonstraram o efeito

antiproliferativo de 19 extratos brutos das folhas de Annona muricata de diferentes

regides da Malésia e encontraram variacéo de Clsode 221,67 ug mL™ & 799,67 pg mL’

1

para a linhagem de cancer de mama MCF7 e 350 pg mL ™ até 769,44 ng mL™* para MDA

por um tempo de exposi¢do de 72 horas. Outro trabalho também avaliou a atividade

antiproliferativa do extrato bruto das folhas de Annona muricata, no qual o valor de Clso

esta presente na faixa de concentragdo entre 100 e 200 ug mL™ para ambas linhagens
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celulares MDA-MB-231 e MCF7 por um periodo de tratamento de 48 horas (KIM et al.,
2018).

Nam e colaboradores (2018) analisaram diferentes extratos do fruto maduro e
imaturo de Asimina triloba (L) Dunal (Annonaceae) frente a diversas linhagem de células
tumorais, dentre elas as de cancer de mama MDA-MB-231 e MCF7. Para essas, 0 extrato
etandlico do fruto imaturo apresentou maior atividade antiproliferativa, com Clso =
125,64 + 18,50 pg mL™" para MDA e Clso= 112,30 = 5,50 ug mL™. Ainda referente a
esse estudo, 0s autores observaram a relacao linear entre a presenca de acetogeninas e a
atividade antiproliferativa, evidenciando a presenca de diferentes tipos de acetogeninas
de acordo a maturidade do fruto e o tipo de extrato.

As acetogeninas € uma classe de compostos bioativos identificadas em diferentes
partes de espécies vegetais pertencentes a familia Annonaceae (MOGHADAMTOUSI et.
al., 2015). Sdo compostos derivados de um policetideo e s&o caracterizadas
estruturalmente por possuir uma longa cadeia alifatica, com a presenca de anel lacténico,
anéis tetrahidrofurano e grupos oxigenados (TUNDIS, XIAO e LOIZZO, 2017). Na
literatura, essa classe de compostos esta relacionada a toxicidade em linhagens celulares
tumorais, incluindo aquelas resistentes a farmacos. O seu mecanismo de agdo esta
associado a inibicdo do complexo | da cadeia respiratdria mitocondrial, processo esse
envolvido na sintese de ATP. Dessa forma, células tumorais por possuirem metabolismo
celular mais acelerado quando comparado a células sadias necessitam de uma demanda
maior de ATP e, portanto, as acetogeninas podem funcionar com um promissor agente
antitumoral (RADY et. al., 2018). Portanto, a possivel presenca de acetogeninas no
extrato seco das cascas de A. ambotay podem justificar o efeito antiproliferativo
evidenciado frente a linhagens celulares de adenocarcinoma mamario.

Adicionalmente, o extrato seco de A. ambotay apresentou Clso= 11,04 pg mL™
para a linhagem murina de cancer de mama (4T1). De acordo com o Instituto Nacional
do Céancer Americano, citado por Itharat e colaboradores (2004), um extrato bruto
apresenta atividade citotoxica em ensaios preliminares quando se obter uma Clso < 30 pg
mL1. Portanto, o extrato seco de A. ambotay foi considerado citotoxico para a linhagem
celular 4T1.

Ao analisar os resultados de toxicidade frente as linhagens tumorais de cancer de
mama, é possivel observar o direcionamento do efeito antiproliferativo para linhagem
tumoral 4T1. Essa é caracterizada por ser triplo negativas, apresentando baixa expressao

de receptores de estrogeno, progesterona e fator de crescimento epidermal humano 2
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(HER2) (HOLLIDAY e SPEIRS, 2011; ABU et al., 2018). Além disso, a linhagem 4T1
representa um modelo animal para o estdgio IV do cancer de mama humana
(ASSOCIACAO TECNICO CIENTIFICA PAUL EHRLICH, 2018), o qual é
caracterizado por apresentar uma alta capacidade de metastase. Portanto, devido a alta
toxicidade atribuida a essas linhagens celulares, o extrato de Annona ambotay representa
uma possivel e futura alternativa para o cancer de mama metastatico triplo negativo,
usualmente associado com uma alta taxa de mortalidade.

Em comparacdo aos dados apresentados acima presente na literatura, o efeito
citotoxico do extrato seco de Annona ambotay foi maior para ambas linhagens celulares
MDA-MB-231 e MCF7, com Clso= 116,32 pg mL™ e Clso= 126,87 pg mL™,
respectivamente.

5.4 Letalidade em Artemia salina

Os resultados de letalidade em Artemia salina estdo descritos na Tabela 4. O
extrato seco de A. ambotay apresentou CLso de 296,78 g mL™. De acordo com Meyer e
colaboradores (1982), um extrato demonstra toxicidade para A. salina quando a CLsg for
menor que 1000 pg mL™. Portanto, o extrato de A. ambotay pode ser classificado como

toxico.
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Tabela 4. Valores de CLsopara 0 extrato seco Annona ambotay e controle positivo referente ao
ensaio de letalidade em Artemia salina apds 24 horas de tratamento.

Substancias CLso (ug mL™Y)
Extrato de A. ambotay 296,98 + 5,45*
Timol 23027

O sobrescrito * indica diferenca estatistica significante entre o padrdo (timol) e o extrato
seco de A. ambotay com valores de p < 0,05 analisado pelo teste t de Student (média + erro padrao,
n=5).

Trabalhos publicados na literatura cientifica demonstram resultados de toxicidade
em Artemia salina referente a extratos obtidos de espécies do género Annona. Pimenta e
colaboradores (2003) avaliaram a toxicidade de dezoito diferentes extratos obtidos de
sementes, folhas e tronco das espécies de Annona crassiflora, Annona nutans, Annona
hypoglauca e Annona cherimola contra Artemia salina e evidenciam suas atividades
toxicas. Além disso, os mesmos autores correlacionaram essa atividade com a presenca
de acetogeninas.

Os extratos metanolico das cascas dos frutos de Annona squamosa L. e Annona
reticalata L. também apresentaram toxicidade, com CLso de 236,55 + 2,89 pg mL™ e
741,28 + 8,66 ug mL*, respectivamente, de acordo com Chel-Guerrero e colaboradores
(2018). Outro trabalho referente aos extratos etandlicos obtidos das folhas e das cascas
do caule de Annona muricata apresentaram toxicidade com CLso = 324,07 pg mL™ e com
CLso= 196,04 pg mL™?, respectivamente (SILVA et al., 2015).

O ensaio de letalidade em Artemia salina tem mostrado significante correlacéo
com a atividade antitumoral in vitro (ARCANJO et al., 2012; MCGAW, ELGORASHI
E ELOFF, 2014), em linhagens de células de tumores so6lidos humano, e in vivo
(HAMIDI, JOVANOVA E PANOVSKA, 2014), representando uma importante
ferramenta de triagem para o desenvolvimento de novos fitofarmacos.

Estudos prévios referentes a extratos obtidos de espécies pertencentes ao género
Annona mostraram ac¢do antitumoral. Suresh e colaboradores (2011), usando o extrato
etandlico das raizes de Annona reticulata, demonstrou efeito antiproliferativo significante
do mesmo contra as linhagens de carcinoma de pulm&o humano (A549), leucemia
mielogénica crénica de medula 6ssea humana (K562), tumorais do colo do utero humano

(HeLa) e adenocarcinoma mamario humano (MDA-MB). Adicionalmente, Chen e
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colaboradores (2012) analisaram o0 extrato das sementes de Annona squamosa,
evidenciando um efeito antitumoral frente a linhagem de células tumorais humanas A549
(Clso=3,2 pg mL™"), HeLa (Clso= 13,0 pg mL™"), MCF7 (Clso= 0,25 pg mL ") e
carcinoma de figado humano HepG2 (Clso= 0,36 pg mL ™).

Portanto, o0s resultados observados nesse estudo referente ao efeito
antiproliferativo do extrato seco de Annona ambotay associado a toxicidade frente ao
microcrustaceo Artemia salina, justifica a realizacdo de ensaios futuros para melhor

investigacdo do potencial antitumoral dessa espécie vegetal.
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6 CONCLUSAO

A analise conjunta dos dados permite concluir que o extrato seco das cascas de
Annona ambotay apresentou atividades biologicas promissoras. Foi estabelecido o
potencial antioxidante do extrato, com resultado similar ao padréo resveratrol, bem como
a toxicidade frente as linhagens sadias de fibroblasto murino (L929) e queratindcito
humano (HaCaT). Além disso, apresentou reducdo da viabilidade celular nas linhagens
celulares tumorais de cancer de mama (MDA-MB-231, MCF7 e 4T1), evidenciando o
efeito antiproliferativo presente no extrato. Por meio do ensaio de letalidade em Artemia
salina a toxicidade foi confirmada, no qual esse dado corrobora com os resultados de
citotoxicidade nas linhagens tumorais.

Portanto, essa espécie vegetal pode ser usada como objeto de estudo na pesquisa
para melhor estabelecimento de suas atividades farmacoldgicas e possiveis mecanismos
de acdo, principalmente relacionada a atividade antitumoral, a qual estd fortemente

relacionada as espécies pertencentes ao género Annona e a familia Annonaceae.
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