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RESUMO

A formacdo no nosso saber etnobotanico ocorreu e ainda ocorre de forma lenta, sendo
baseado em técnicas de observacdo e experimentacdo. Atualmente, sabe-se que preparos
vegetais podem exibir além de efeitos de toxicidade, também o antioxidante, de captura
de radicais livres e de antimutagénese, quando protege ou reverte danos causados no
material genético. Diante disto este trabalho objetiva avaliar os efeitos in vitro de duas
plantas ja utilizadas: a Euterpe oleraceae, conhecida como acai, a partir do extrato
etandlico dos carogos de acai preto (AP) e branco (AB) e a Annona glabra, conhecida
como araticum-do-brejo, pelo extrato etanolico (EE), fracdo metandlica (FM) e a rutina
(RUT), substéancia isolada obtida da FM, oriundos da casca do caule desta planta. Apds o
preparo e caracterizagdo dos extratos e seus derivados, foi realizado o teste de avaliacdo
antioxidante DPPH nas concentracOes crescentes de 6,25 pg/mL a 400 pg/mL para todas
as substancias testadas. Para os testes in vitro, foram utilizadas duas linhagens celulares
estomacais, a gastrica normal (MNPO1) e de adenocarcinoma géstrico (ACP02). Com
extratos de AP e AB foi realizado o teste do MTT nas concentragdes de 6,25 pg/mL a
400 pg/mL, em que para avaliacdo do potencial citoprotetor, as mesmas concentragdoes
foram testadas concomitante a doxorrubicina (DOX) (200 pg/mL). Para o ensaio do
micronucleo (MN) foram utilizadas apenas as concentracfes de 25 a 200 pg/mL Ja para
EE, FM e RUT o MTT foi testado nas concentracdes 6,25 a 200 pg/mL e o micronucleo
nas concentracdes de 25 a 200 pug/mL. Os testes de apoptose e necrose e ciclo celular
ocorreram apenas com EE e FM nas concentra¢cfes de 100 e 200 pg/mL. Como resultados,
para o araticum-do-brejo, EE, FM e RUT exibem potencial antioxidante, sendo EE e FM
com maior potencial. O teste do MTT e o teste de apoptose e necrose revelam a auséncia
de atividade citotoxica das substancias testadas e o ensaio do micronucleo ndo exibe a
presenca de MN ou outras anomalias, porém demonstra uma reducéo do indice de divisao
nuclear em ACP02 apenas para FM e em MNPO1 em EE e FM. Esta alteracdo na divisdo
celular também foi observada no teste de ciclo celular, sugerindo que mais avaliacGes de
possiveis danos no DNA nas fases do ciclo e analises moleculares em genes especificos
relacionados sistema de reparo possam elucidar melhor os resultados. Para o agai, DPPH
revela que os dois extratos sdo antioxidantes, sendo o AP 30% mais eficiente quando
comparado a AB. Nos testes in vitro, o ensaio do micronicleo exibe auséncia de
genotoxicidade e o teste do MTT demonstra auséncia de citotoxicidade em ACP02 e uma
pequena reducdo da viabilidade em MNPO1 em 400 pg/mL. Neste teste também foi
observado que ambos extratos protegem as duas linhagens nas concentracdes de 200 e
400 pg/mL, provavelmente pela atividade antioxidante. Acreditamos que uma melhor
investigacdo do potencial citoprotetor seja fundamental, uma vez que antioxidantes
exogenos podem contribuir para a prevengdo ou minimizagdo de sintomas de diversas
enfermidades como o cancer, diabetes e doencas cardiovasculares.

Palavras chave: Antioxidante, Neoplasica, Divisdo nuclear, Ciclo celular, Citoprotetora
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ABSTRACT

Training in our ethnobotanical knowledge took place and still takes place slowly, being
based on observation and experimentation techniques. Currently, it is known that
vegetable preparations can exhibit, in addition to toxicity effects, also antioxidant, free
radical scavenging and antimutagenesis effects, when they protect or reverse damage
caused to genetic material. Therefore, this work aims to evaluate the in vitro effects of
two plants already used: Euterpe oleraceae, known as acai, from the ethanolic extract of
black (AP) and white (AB) acai seeds and Annona glabra, known as araticum -do-brejo,
by the ethanolic extract (EE), methanolic fraction (FM) and rutin (RUT), isolated
substance obtained from FM, derived from the stem bark of this plant. After preparing
and characterizing the extracts and their derivatives, the DPPH antioxidant evaluation test
was performed at increasing concentrations from 6.25 pg/mL to 400 pg/mL for all tested
substances. For in vitro tests, two stomach cell lines were used, normal gastric (MNPO01)
and gastric adenocarcinoma (ACP02). With AP and AB extracts, the MTT test was
performed at concentrations from 6.25 pg/mL to 400 pg/mL, in which, for the evaluation
of the cytoprotective potential, the same concentrations were tested concomitantly with
doxorubicin (DOX) (200 pg/ mL). For the micronucleus assay (MN), only concentrations
from 25 to 200 pg/mL were used. For EE, FM and RUT, MTT was tested at
concentrations from 6.25 to 200 pug/mL and micronucleus at concentrations from 25 to
200 pg/mL. The apoptosis and necrosis and cell cycle tests occurred only with EE and
FM at concentrations of 100 and 200 pg/mL. As a result, for araticum-do-brejo, EE, FM
and RUT exhibit antioxidant potential, with EE and FM having the highest potential. The
MTT test and the apoptosis and necrosis test reveal the absence of cytotoxic activity of
the substances tested and the micronucleus test does not show the presence of MN or
other anomalies, but demonstrates a reduction in the nuclear division index in ACP02
only for FM and in MNPOL1 in EE and FM. This alteration in cell division was also
observed in the cell cycle test, suggesting that more evaluations of possible DNA damage
in the cycle phases and molecular analyzes in specific genes related to the repair system
can better elucidate the results. For acai, DPPH reveals that both extracts are antioxidants,
with AP being 30% more efficient when compared to AB. In in vitro tests, the
micronucleus assay shows no genotoxicity and the MTT test shows no cytotoxicity in
ACPO02 and a small reduction in viability in MNPO1 at 400 pug/mL. In this test, it was also
observed that both extracts protect the two strains at concentrations of 200 and 400
pg/mL, probably due to their antioxidant activity. We believe that a better investigation
of the cytoprotective potential is essential, since exogenous antioxidants can contribute
to the prevention or minimization of symptoms of several diseases such as cancer,
diabetes and cardiovascular diseases.

Keywords: Antioxidant, Neoplastic, Nuclear division, Cell cycle, Cytoprotective



1- INTRODUGCAO
1.1 O SER HUMANO E A FLORA: UMA RELACAO ANTIGA
O advento da agricultura na vida do homem foi fundamental para o surgimento

das primeiras organizacdes sociais, uma vez que a partir do cultivo de plantas foi possivel
a fixagdo de moradias e o consequente desenvolvimento das sociedades. No entanto, nesta
época ja havia o receio do uso indiscriminado de vegetais; assim, 0os humanos antigos
comecaram a observar os animais a fim de investigar espécies que exibiam potencial
toxico. Este processo de conhecimento sempre foi conduzido a partir de métodos como a
observacdo e a experimentacdo. A partir deste, foi desenvolvido o estimado saber
etnobotanico (MAGALHAES, 2011; OLIVEIRA, 2014; NASCIMENTO, 2021).

Atualmente, a Etnoboténica tornou-se uma ciéncia interdisciplinar que estuda o
uso de plantas por comunidades ao redor do mundo. Pesquisas oriundas desta buscam
aliar o conhecimento empirico tradicional ao académico cientifico (DAVIS 1995; MELO,
2008) Diante disto, é importante ressaltar que sementes, raizes, caules, folhas e frutos,
sdo estruturas ricas em compostos que podem atuar no organismo de diferentes maneiras
tornando-se objeto de interesse econdmico para as mais diversas industrias (ABREU et
al., 2001). Um exemplo claro é o crescente aumento de lojas com produtos organicos e
naturais, uma vez que existe a constante busca pela vida saudavel e os chamados
alimentos funcionais tém sido cada vez mais consumidos, uma vez que possuem
propriedades além da nutricional basica e prometem ajudar na promocéao da salde e no
combate de doencas como hipertensdo, cancer, alergias, diabetes e osteoporose
(HASLER, 2000).

De modo geral, alimentos funcionais apresentam ingredientes fisiologicamente
saudaveis, que podem inclusive proteger nosso material genético de danos aos quais
estamos expostos cotidianamente, nos fazendo compreender a forte relacdo dos genes
com a dieta a qual praticamos (SOUZA, et al., 2003; CANDIDO; CAMPOS, 2005). A
avaliacdo do papel dos nutrientes na expressdo génica é chamada de nutrigendmica e,
nesta investigacdo, é possivel perceber como determinados alimentos interagem com a
estrutura e funcionamento de genes (VALENTE, 2014). Esta modulacdo na expressao do
genoma pode ocorrer de diversas formas, uma delas ¢ a alteracdo no padréo de metilacédo
do DNA. Neste processo ocorre a adicdo de um radical metil (CH3) em regides
promotoras de genes, podendo anular sua expressao; no entanto, este radical € doado por
enzimas chamadas de SAM e a disponibilidade desta enzima é altamente influenciada
pela alimentacdo (MILAGRO; MARTINEZ, 2013; VIEIRA et al., 2015). Outra forma é



a partir de nutrientes capazes de realizar a captura de radicais livres produzidos pelo
proprio metabolismo celular. Acontece que estes &tomos ou moléculas contém elétrons
ndo pareados, com consequente reatividade quimica aumentada e, desta forma, estas
podem interagir com regides especificas do material genético, modulando a expressao
dos genes. A este potencial de capturar radicais livres, damos o nome de atividade
antioxidante (VIEIRA et al., 2015).

Sendo assim, € crescente 0 interesse na prospeccdo da biodiversidade ou
bioprospecgédo, que consiste investigagdo e elaboragdo de novas fontes de substancias
candidatas para a obtengdo de novos farmacos, os chamados fitoterapicos (MAKHUBU,
1998) Estes sdo medicamentos que utilizam apenas plantas como matéria prima e tem
sua eficécia e segurabilidade comprovada a partir de testes cientificos (BRASIL, 2010),
ou seja para serem explorados comercialmente a partir do setor produtivo, sdo necessarios
resultados de testes provenientes de pesquisas laboratoriais, toxicoldgicas e
farmacoldgicas (NOVAIS et al. 2003; OMS, 2002; YUNES et al., 2011; BRAGA, 2011)

Levando em conta a ampla biodiversidade da flora brasileira, bem como o amplo
interesse econdmico das mais variadas industrias em utiliza-la como matéria prima no
preparo de produtos, que se tornam importantes avaliaces acerca dos efeitos destas
substancias nos organismos, avaliagOes estas que sdo geralmente realizadas a partir do
biomonitoramento fracionado, que envolve extragdes, fracionamentos e purificagdes de
substancias isoladas para serem testadas. Esta metodologia permite uma melhor
compreensdo do mecanismo de acdo dos compostos, atuando de forma isolada ou em
conjunto (JUNIO et al., 2011; NIEMEYER et al., 2013). Outra relevancia destes estudos
é a determinacdo de concentracdes a serem utilizadas, uma vez as plantas podem ser
altamente efetivas na cura e/ou tratamento de doencas, mas também apresentar uma gama
de efeitos adversos que desregulam a homeostase do organismo e tudo isso dependendo

da dose utilizada no tratamento.

1.2 - AS PLANTAS E SEUS EFEITOS
1.2.1 Efeito de toxicidade

Existe uma errdnea concepcdo acerca de que tudo que é natural € desprovido de
atividade toxica subjacente (WHO, 2004; SERPELONI et al., 2010). Uma vez que a partir
do metabolismo secundario das plantas sdo produzidas substancias para se proteger de
parasitas e predadores, estes compostos também podem provocar altera¢es no equilibrio

bioquimico do usuario e, consequentemente, serem danosos (DELBONE; LANDO,



2010). Um exemplo sdo os componentes contendo nitrogénio (alcaloides), os quais
apresentam grande atividade biologica e margem reduzida de seguranca. Por isso, é
importante se conhecer de forma precisa a quantidade de alcaloides presentes em uma
planta antes da sua utilizacdo, uma vez que sdo substancias com acentuado efeito no
sistema nervoso (VIZZOTTO et al., 2010).

S&o consideradas espécies tdxicas aquelas capazes de produzir constituintes que
podem causar alteracfes metabolicas prejudiciais no organismo dos seres vivos. Sendo
assim, 0 uso de espécies vegetais, tanto no preparo de medicamentos quanto na
alimentacdo, deve ser restrito aquelas conhecidas e/ou corretamente identificadas,
evitando disturbios como a intoxicacdo e prejuizo de 6rgdos envolvidos na metabolizacéo
de substancias (COLOMBO et al., 2010; CAMPOS et al., 2016).

Alguns efeitos de plantas tdxicas no organismo sdo o citotoxico, genotdxico e
mutagénico; estes estdo relacionados a capacidade de causar danos na célula, no material
genético e formacdo de mutacGes, respectivamente. Logo, eles devem ser amplamente
investigados como triagem inicial para a toxicidade de compostos vegetais. Nesse
processo, é importante também delimitar doses que sejam eficazes, mas nao prejudiciais,
visto que muitas das vezes um composto pode ser altamente benéfico até determinado
limite e por isso é importante que este limite seja conhecido (HARVEY et al., 1998).
Como o trabalho de Galucio (2014) que avaliou a toxicidade de extratos, fragcdes e
subfracBes obtidas a partir do bulbo de Marupazinho (Eleutherine plicata), planta
amplamente utilizada na farmacologia popular, este vegetal exibiu atividade citotoxica e
genotdxica dose dependente quando testada em células de tumor hepético (HepG2) e de
rim de macaco verde (VERO), sendo nesta segunda linhagem mais citotdxico a partir do

fracionamento.

Considerando tudo o que foi dito, uma analise detalhada a respeito da toxicidade
e possiveis efeitos adversos € um passo importante na pesquisa cientifica, pois garante
usufruir dos efeitos terapéuticos da planta, eliminando os efeitos adversos em potencial.
1.2.2 Efeito antioxidante

Um importante potencial dos vegetais, amplamente citado e discutido na
literatura, é o antioxidante. Constituintes bioativos que auxiliam nesta acdo sdo
encontrados em diferentes quantidades e por¢des em frutas, verduras e cereais; destacam-
se aqui a vitamina C, vitamina E, [B-caroteno, antocianinas, flavonoides, taninos e
compostos fendlicos (BYRD, 2001; MALACRIDA; MOTA, 2005; KUSKOLSKI et al.,



2005). Este ultimo é a classe quimica de compostos naturais que mais se destacam por
sua acdo antioxidante, estando largamente presente no reino vegetal (MALACRIDA;
MOTA, 2005; SILVA, 2014).

E considerada antioxidante toda substancia que, em baixas concentracdes,
apresenta a capacidade de inibir ou reduzir significativamente o processo oxidativo,
diminuindo a concentracdo dos radicais livres no organismo e/ou quelando ions
metélicos, prevenindo a peroxidag&o lipidica (PRIOR; CAO, 1999; BORGUINI, 2006).
Os radicais livres apresentam alta capacidade de reatividade quimica e, devido possuir
numero impar de elétrons, exibem a tendéncia de adquirir um elétron para se tornarem
estaveis (SILVA et al., 2003). Por este motivo interagem com macromoléculas e
estruturas celulares, causando danos inclusive em moléculas fundamentais como o DNA
e 0 RNA (SOUZA et al., 2007).

A formacdo destas espécies reativas de oxigénio (EROs) ocorre naturalmente no
organismo devido ao estilo de vida aerobico e em outros processos do metabolismo
celular, como a fagocitose, a regulacdo do crescimento intracelular, a sinalizagéo intercelular
e a sintese de substancias biolégicas importantes (MIRANDA, 2010). Acontece que em
niveis normais de producdo as defesas antioxidantes naturais do organismo, como o
conjunto de enzimas superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, fazem a
remocao destes, mantendo o balango entre a sua producdo e a sua retirada (HALLIWELL,;
GUTTRIGDE, 2007). Porém, estamos expostos a diversos agentes externos que levam a
excessiva formacao destes radicais livres, gerando um desbalanco e levando ao processo

conhecido como estresse oxidativo (NUNES, 2010).

Em funcéo da associagédo entre a maior ingestdo de compostos antioxidantes e a
reducdo da incidéncia de varios tipos de doencas, desenvolveu-se um grande interesse na
obtencdo e utilizacdo de antioxidantes naturais que sirvam como reforcos ao sistema de
defesa antioxidante presente no organismo (HRAS et al., 2000; LIGUORI et al., 2018).
1.2.3 Efeito antimutagénico

Um outro efeito altamente relevante relacionado a ingestao de produtos naturais €
o de antimutagenicidade. Este resultado esta relacionado a capacidade de uma substancia
em minimizar, inibir ou reverter danos causados no material genético, se utilizada
anteriormente, concomitante ou a posteriori a exposicao a certo agente mutagénico. Por

isso, elas sdo consideradas importantes no combate ao cancer e outras doencas



relacionadas a mutacao, sendo uma abordagem promissora na protecdo da satde humana
(BHATTACHARYA, 2011; DE FLORA, 1998).

Agentes antimutagénicos sdo compostos, naturais ou sintéticos, capazes de reduzir
a frequéncia ou taxa de mutacéo (espontanea ou induzida) (GASIOROWSKI et al., 2001;
OLIVEIRA et al., 2009). Estes agentes sdo subdivididos de acordo com o mecanismo de
acao, classificados em dois processos maiores e generalistas, a desmutagénese e a
bioantimutagénese (ANTUNES; ARAUJO, 2000).

Agentes desmutagénicos previnem a acao do agente indutor do dano, inativando
mutagenos de forma total ou parcial, antes que estes entrem em contato com o gene. Na
bioantimutagénese, os agentes atuam no reparo das lesdes causadas, eliminando a
mutag&o apos os genes serem mutados (KADA et al., 1978; ANTUNES; ARAUJO, 2000;
OLIVEIRA, 2009). Muitos agentes antimutagénicos possuem mais de um mecanismo de
acao podendo atuar por desmutagénese ou bioantimutagénese (FERGUSON, 1994).
Sendo assim, compostos antimutagénicos podem impedir um agente de interagir com o
DNA por inativagdo quimica ou enzimatica ou por modulagBes das alteragdes induzidas
apos o dano ao DNA (BUNKOVA et al., 2005).

Nas pesquisas envolvendo a analise do potencial antimutagénico, normalmente
um dano é induzido por um mutageno para depois prever o potencial de uma substancia
em reverter esse dano. Quimioterapicos sdo muito utilizados nesse tipo de analise, visto
que é comum observar efeitos colaterais a partir do tratamento contra o cancer. Um
exemplo é a doxorrubicina (DOX). Estudos sugerem que na ativacdo metabdlica da DOX
ocorre a excessiva producdo de radicais livres e que isto pode estar relacionado ao seu
efeito toxico (GEETHA et al., 1990; EL-MOSELHY et al., 2014). E possivel também que
esta droga contribua para a reducéo da capacidade antioxidante do organismo (RESENDE
et al., 2006).

Um exemplo de estudo nessa perspectiva foi feito por Carneiro et al. (2017). Os
autores demonstraram que a administracdo do 6leo de Tucuma (Astrocaryum aculeatum)
apos o tratamento com DOX reduz a frequéncia de micronucleos para todas as
concentracdes em tratamentos agudos. Ja Barcelos (2007) mostrou que o tratamento
simultaneo entre a DOX e o extrato da casca do cajueiro (Anacardium occidentale)

apresenta efeito antimutagénico na reducdo de aberracGes cromossdmicas.



Outras substancias, com mecanismos de acdo diferentes, também podem ser
utilizadas para inducdo do dano. A andlise da protecdo do DNA contra possiveis quebras
e mutacBes é uma pesquisa promissora frente a exposi¢do do homem a diversos agentes

danosos.

Visto os inimeros efeitos das plantas e sua importancia na saide do homem,
acredita-se que a ampla biodiversidade brasileira deve ser analisada, uma vez que diversos
0rgdos de uma s6 planta séo utilizados e uma mesma espécie apresenta varias finalidades,
tendo praticamente todas as suas estruturas exploradas e comercializadas para a
elaboracdo de produtos farmacéuticos, cosméticos, alimenticios, dentre outros. Dois
exemplos que, objetos de estudo do trabalho, sdo a Euterpe oleraceae (agai) e a Anona
glabra (Araticum do brejo).

1.3- Euterpe oleraceae (ACAI)

Euterpe oleracea é uma palmeira pertencente a familia Arecaceae, nativa da
América do Sul e tipica da regido amazonica, popularmente conhecida como agaizeiro.
Seus frutos (acai) apresentam-se de forma globulosa em cachos, sendo sua maior parte
composta pelo endocarpo, comumente denominado de caro¢o (Figura 1D), que contém
em seu interior uma semente e tecidos de reserva. Suas folhas sdo compostas por 40 a 80
pares de foliolos e seu caule tipo estipe é longo e fino com altura de 3m a 20m e diametro
de 7cm a 18cm (Figura 1A) (ROGEZ, 2000; YAMAGUCHI et al., 2015).



Figura 1. A) Arvore de acai (Euterpe oleraceae), demonstrando caule e folhas e frutos Fonte:

http://magmixer.blogspot.com/2016/08/blog-post.html B) Fruto de agai preto Fonte:

https://www.dicionariotupiguarani.com.br/dicionario/yasai/ C) Fruto de acai branco Fonte:

https://www.saudedica.com.br/os-15-beneficios-do-acai-branco-para-saude/ D) Carogo de agai Fonte:

http://revistagalileu.globo.com/revista/common/0,,emi317134-18537,00-

pesquisadores+usam+carocos+de+acai+para+fazer+proteses+mais+baratas.html

Vérias espécies do género Euterpe sdo chamadas vulgarmente de acai, porém a
(nica considerada como acai verdadeiro é a E. oleraceae (MUNIZ-MIRETS et al., 1996;
CHOI et al., 1998). Esta espécie, apresenta mais de 29 genotipos descritos, exibindo
variacdo fenotipica quanto a colora¢do do fruto maduro, sendo denominados de acai preto
(Figura 1B) e acai branco (Figura 1C) (SANCHES; OLIVEIRA, 2011). O acai preto é
0 mais conhecido e comercializado e, apds processado, apresenta cor roxa ou violacea. Ja
o agai branco, também conhecido como “tinga” exibe frutos de cor verde opaca e
produzem bebida de coloragdo creme esverdeada. Devido ao pequeno volume de
producéo, a bebida do acai branco tem mercado restrito, geralmente local, e possui poucos
estudos relacionados aos seus efeitos (OLIVEIRA et al., 2000).

Devido a crescentes estudos exibirem beneficios relacionados ao consumo do

acai, esta planta tem ganhado visibilidade fazendo com que paises como os Estados


http://maqmixer.blogspot.com/2016/08/blog-post.html
https://www.dicionariotupiguarani.com.br/dicionario/yasai/
https://www.saudedica.com.br/os-15-beneficios-do-acai-branco-para-saude/
http://revistagalileu.globo.com/Revista/Common/0,,EMI317134-18537,00-PESQUISADORES+USAM+CAROCOS+DE+ACAI+PARA+FAZER+PROTESES+MAIS+BARATAS.html
http://revistagalileu.globo.com/Revista/Common/0,,EMI317134-18537,00-PESQUISADORES+USAM+CAROCOS+DE+ACAI+PARA+FAZER+PROTESES+MAIS+BARATAS.html

Unidos e Japdo importem grande quantidade do seu fruto (BONOMO, 2014; CEDRIM
et al., 2018). Tais pesquisas, geralmente relatam a intensa atividade antioxidante da polpa
do acai, sendo reconhecido pelos consumidores como um alimento funcional (PINTO,
2014). O valor nutricional atribuido ao fruto se da devido a este apresentar-se rico em
compostos fenolicos como os acidos vanilico, cafeico e siringico (PACHECO-
PALENCIA et al., 2008; CARVALHO et al., 2017) e, principalmente, um grupo de
flavonoides conhecido como antocianinas, um pigmento que atribui a coloragdo roxo
escuro ao suco (LIMA et al., 2012; LIN et al., 2007).

Além do mais, produtos a base de acai exibem comprovada propriedade
farmacoldgica e medicinal, que incluem a anticarcinogénica, anti-inflamatéria e
antimicrobiana, previnem a oxidacéo de proteinas de baixa densidade, atua no combate a
enfermidades cardiovasculares e doengas neuroldgicas (KUSKOSKI et al., 2002;
ALASALVAR et al., 2005). No entanto, a polpa do fruto representa 5 a 15% de seu
volume, variando de acordo com tipo e grau de maturidade, o restante do fruto se constitui
do carogo, que é um residuo descartado logo ap6s o processamento para obtencao do suco
(PAULA, 1995). Este caroco tambem tem sido fonte de estudo em diversas areas devido
a preocupacao quanto ao descarte adequado e possivel reutilizacdo do residuo, visto que
a producdo diaria de acai gera toneladas de lixo organico (FREITAS, 2010). Tal estrutura
é comumente reutilizada no artesanato, na alimentacdo animal e como adubo organico;
estudos ainda demonstram seu efeito antioxidante, vaso dilatador, anti-hipertensivo,
protetor contra enfisema e antimicrobiano (AGUIAR; MENDONCA, 2003;
RODRIGUES et al., 2006; MOURA et al., 2011; GARBIN, 2011; MELHORANCA
FILHO; PEREIRA, 2012). Assim, devido as pesquisas demonstrarem a importancia deste
residuo, torna-se necessario um estudo mais aprofundado sobre as implicacBes deste no

organismo do ser humano.



1.4-Annona glabra (ARATICUM-DO-BREJO)
A outra planta avaliada neste estudo é a Annona glabra pertencente a familia

Annonaceae e nativa da América tropical, porém com ampla distribuicdo geogréfica. No
Brasil ocorre desde a Amazénia até o estado de Santa Catarina sendo popularmente
conhecida como araticum-do-brejo ou araticum-da-lagoa, em inglés é denominada de
pond apple (LORENZI et al. 2006; BRAGA, 1976). A denominacdo popular se d& devido
a espécie crescer em regibes costeiras ao longo das margens de lagos, necessitando de
solo imido, ou em regides periodicamente ou permanentemente inundadas (Figura 2A),
apresentando assim adaptacGes como raizes adventicias, com aerénquima, que esta
presente também na base do caule e sementes que se dispersam na dgua que germinam e

crescem em grupos dando aspecto de moita com varios caules. Seu fruto, de sabor pouco

palatavel, é esférico e de cor verde (Figura 2B), tornando-se amarelado quando maduro
(Figura 2C) (SIEBRA, 2007)

Figura 2. Arvore de araticum-do-brejo (Annona glabra) em regié inundada Fonte:

https://www.flickr.com/people/scottzona/ B) Fruto de cor esverdeada Fonte:
https://inpn.mnhn.fr/espece/cd nom/446898?lg=en C) Fruto maduro de cor amarela Fonte:
https://www.flickr.com/photos/67300849 @N02/35471644172

A familia Annonaceae é uma das menos estudadas quimicamente, porém
investigacdes fitoquimicas e farmacoldgicas dentro desta familia vem se intensificando
nos Ultimos anos (SIEBRA, 2007). Grande parte disso ocorre devido as espécies
pertencentes a familia serem largamente empregadas de forma etnofarmacoldgica por
conta de suas propriedades medicinais. O género Annona destaca-se por apresentar

esteroides, peptideos, diterpenos, alcaloides, acetogeninas e flavonoides. Neste Gltimo


https://www.flickr.com/people/scottzona/
https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/446898?lg=enC
https://www.flickr.com/photos/67300849@N02/35471644172
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grupo de substancias quimicas foram encontradas flavonas (luteonina) e flavondis

(canferol, quercetina, ramnetina, isorramnetina e a rutina) (FAGUNDES et al., 2005)

Dentre todos os compostos, a rutina ¢ um dos mais estudados por apresentar
propriedades farmacoldgicas (PEDRIALI, 2005), provavelmente relacionadas a sua
atividade antioxidante, sendo terapéutica em patologias que envolvam radicais livres sem
ocasionar toxicidade (AFANAS’EV et al. 1989). J& é descrito na literatura a eficiéncia da
rutina no tratamento da artrite e atuando em infec¢bes por Candida albicans (HAN,
2009), supressdo da imunidade celular (MIDDLETON et al. 2000), efeito anti-
inflamatdrio (GUARDIA et al. 2001) e atividade anticarcinogénica (MACHADO, 2005).

Com relacdo a A. glabra, andlises fitoquimicas demonstram que extratos obtidos
da casca, folha e frutos exibem a presenca de diterpendides, alcaloides, flavonoides e
acetogeninas (CHEN et al., 2000; CHANG et al., 1998). Sendo assim, visto a quantidade
de compostos presentes nas partes das plantas e a escassez de estudos a respeito, diversas
metodologias de analise tém sido utilizadas para melhor compreensdo dos efeitos destes
constituintes amplamente presentes no género Annona, inclusive na A. glabra e, dentre

os tipos de analise, destaca-se o fracionamento biomonitorado.

1.5- O FRACIONAMENTO BIOMONITORADO COMO METODOLOGIA DE
ANALISE
O desenvolvimento de preparacGes a base de plantas inclui diversas etapas que

vao desde a escolha do material vegetal até o produto final. Dentre estas fases de analise
0 primeiro processo é o de preparo do extrato bruto, constituido de uma mistura complexa
de diversas classes de constituintes vegetais, que exibem efeitos variados. Para uma
analise mais eficiente dos efeitos bioldgicos destes compostos S&0 necessarios processos
como o de fracionamento do extrato e purificacdo do principio ativo (NAVARRO, 2005).

O termo extracao significa retirar, de forma mais seletiva e completa possivel, as
substancias ou fracéo ativa contida no material vegetal. Para isto, séo utilizados solventes
tecnologicamente apropriados que realizam este processo de retirada dos constituintes, a
partir da polaridade deste liquido extrator, transferindo de uma solucdo menos
concentrada para uma mais concentrada, dando origem ao extrato bruto que leva o nome
do solvente utilizado para extracdo (SIMOES et al., 2003; FONSECA, 2005; HECK,
2013). Ja para o fracionamento destes, é feita uma particdo de solventes organicos por
polaridade crescente, método (liquido/liquido) que resulta na separacdo dos principais

metabdlitos secundarios; uma vez realizada essa parti¢do, pode se obter o isolamento e
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purificacdo de substancias, geralmente realizado a partir de métodos cromatograficos
(MIYAKE, 2005).

De modo geral, esta particdo torna-se relevante visto que constituintes presentes
em extratos e fracOes podem levar a diferentes efeitos no organismo como a indiferenga,
sinergismo e antagonismo. No primeiro efeito, um composto ndo vai interferir no
mecanismo de acdo do outro, ou seja, estes ndo interagem sob nenhum aspecto e podem
estar em extratos brutos ou fragdes isoladas. No segundo é observado que um constituinte
intensifica a acdo de outro, ocorrendo assim uma potencializagdo do efeito. No terceiro
ocorre a diminuicdo ou inibicdo a acdo de um composto quando presente de forma
concomitante a outro (SHUNCK, 2011).

Neste contexto, o fracionamento biomonitorado, que consiste na analise dos
efeitos bioldgicos em cada etapa de separacdo dos compostos, auxilia pesquisadores em
um diagndstico mais eficiente em relacdo ao verdadeiro constituinte ou constituintes
responsaveis por determinado efeito, além de direcionar os estudos que muitas vezes
selecionam extratos, fracdes e moléculas puras de melhor efeito para o objetivo do teste.
E neste sentido que existem evidéncias de que combinagdes fitoquimicas exibem melhor
efeito, inclusive na protecdo contra doencas, quando comparadas a compostos isolados.
Isso encoraja estudos de extratos vegetais e a escolha dos testes a serem aplicados para
investigar seus efeitos. Essa etapa é altamente importante visto que estudos preliminares
podem contribuir com informacdes relevantes que véo auxiliar outros estudos na mesma
area de atuacdo (DE KOK et al., 2008).

1.6- TESTES IN VITRO: UMA IMPORTANTE METODOLOGIA PARA
AVALIACOES PRELIMINARES EM PRODUTOS NATURAIS
A escolha do modelo experimental é uma etapa importante no delineamento da

pesquisa cientifica. Diversos protocolos e diretrizes nacionais e internacionais indicam o
uso de modelos para serem utilizados e ainda recomendam metodologias para garantir o
bem-estar do animal e também minimizar o uso destes, mas garantindo diagnosticos
confiaveis (FERREIRA et al., 2005). E neste contexto que sdo utilizadas diversas
metodologias com culturas de células (pesquisas in vitro) almejando um resultado mais
proximo do objetivo da pesquisa, porém evitando o sacrificio de animais. Além disso,
quando ndo se conhece nada sobre a substancia alvo de estudo, os primeiros testes
costumam ser realizados in vitro para resultados preliminares, podendo ou ndo avancar

para etapas de testes in vivo.
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A analise a partir de linhagens celulares tornou-se uma importante ferramenta em
avaliacOes cientificas, auxiliando o progresso de pesquisas e oferecendo excelentes
resultados. Russel e Burch (1959) desenvolveram a teoria dos 3Rs (Refine, Reduce,
Replace), buscando alternativas in vitro para substituir a experimentacdo animal
(BEDNARCZUK et al., 2010). Nesse cenario de discussdes, o uso de cultura de células
torna-se relevante, inclusive para a analise da eficécia e toxicidade de produtos naturais.
Estes testes séo baseados na exposicéo direta ou indireta de um agente a uma cultura de
células, geralmente linhagens celulares, devido estas serem mais resistentes e
apresentarem maior facilidade de manutencdo (ROGERO et al., 2003).

Por outro lado, existem diversas questdes acerca da confiabilidade dos testes in
vitro. Um exemplo é o processo de metabolizacdo, um evento importante para a
determinacéo do efeito de qualquer substancia no organismo. Para reverter esse Viés 0
uso de fracdes enzimaticas metabolizadoras tem sido recomendado para células que nédo
possuem metabolismo ativo. Isso possibilita que as analises in vitro cheguem mais
proximo do que aconteceria num organismo como um todo. Por outro lado, algumas
linhagens celulares possuem enzimas endogenas que facilitam o processo de
metabolizacdo das substancias testadas, dispensando o uso de fracdes enzimaticas
(RIBEIRO et al. 2003).

Ressaltando o fato de que o cancer gastrico é o quarto tipo mais frequente e a
segunda maior causa de mortalidade por cancer no mundo, destacam-se duas linhagens
celulares a serem utilizadas em estudos in vitro: MNPO1, linhagem de mucosa gastrica
ndo neoplasica, e ACP02, linhagem de adenocarcinoma gastrico. A linhagem celular de
mucosa gastrica normal 01 (MNPO1), foi produzida a partir de 10 pacientes que ndo
apresentavam cancer ou qualquer outra doenca gastrica (LEAL et al., 2016). Nesta
linhagem foi feita uma analise para a expressdo de genes, como o MYC, e proteinas
relacionadas ao cancer para garantir que ndo houve modificacdo no processo de
estabelecimento da cultura celular. J& a cultura neoplasica de adenocarcinoma gastrico
primario (ACP02) foi obtida a partir de um morador de 66 anos residente do estado do
Pard (LIMA et al., 2004). A partir de analise citogenética, foi observado que esta
apresenta caracteristicas correspondentes ao tumor de origem, como a dele¢do do brago
curto do cromossomo 17, onde estaria localizado o gene supressor de tumor TP53 e a
trissomia do cromossomo 8 com amplificagdo do oncogene MYC (LEAL et al., 2011).
Este dltimo gene é responsavel pelo crescimento excessivo de células de cancer e

geralmente regula diversos outros genes envolvidos neste processo, sendo super expresso
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em células de cancer gastrico e silenciado em células ndo neoplésicas (MAUES et al.,
2018).

As linhagens citadas, mesmo sendo de origem géstrica, exibem diferencgas
morfoldgicas e metabdlicas. A ACP02 possui bordas irregulares, geralmente seu formato
é sextavado, quantidade de nucléolos aumentada, intensa atividade mitotica e perda de
adesdo, crescendo em camadas. J& a MNPO1 exibe bordas regulares, atividade mitotica
normal e seu crescimento ocorre apenas em monocamada (Figura 3). Ambas podem
oferecer importantes resultados a partir de testes in vitro e ainda serem utilizadas em
pesquisas comparativas que relacionem efeitos de substancias em células saudaveis e
cancerosas (MESQUITA et al., 2018; VIEGAS, 2015).

MNPOI ACPO02

Figura 3. Imagens em invertoscopio mostrando as diferencas morfoldgicas entre linhagem géstrica ndo

neoplasica (MNPOQ1) e de adenocarcinoma gastrico (ACP02) (Fonte: Acervo pessoal).

1.7 — AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO TESTE DO DPPH
Como ja citado, a atividade antioxidante é fundamental no combate a doengas

causadas a partir da formacdo de radicais livres, estando este potencial altamente presente
em compostos do reino vegetal. Medir esse potencial em plantas torna-se cada vez mais
essencial na selecao de substancias candidatas na base da formulacao de produtos naturais
(RAMALHO; JORGE, 2006). Assim, o DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidazil) constitui-se
de um teste que avalia o potencial antioxidante de substancias. Esta técnica, adaptada por
Rufino et al. (2007) e Sousa et al. (2007), é baseada na capacidade de um composto em
sequestrar o radical livre DPPH. O radical pode ser obtido diretamente por dissolu¢do em
meio organico, apresentando coloragdo violeta e, ao entrar em contato com um composto
antioxidante, é reduzido a difenil-picril-hidrazina, assumindo coloracdo amarela (Figura
4).



14

DPPH
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Figura 4. Radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidazil) e a sua forma reduzida (difenil-picril-hidrazina).
Fonte: https://openi.nIm.nih.gov/detailedresult.php?img=PMC3730368BMRI12013251754.sch.001&req=4

com adaptacdes.

Quanto mais amarelada for a solucdo final, mais radicais livres de DPPH foram
sequestrados e maior € a atividade antioxidante da substancia. O monitoramento da
atividade é feito através da quantificacdo do decréscimo das medidas de absorbancia, lida em
espectrofotbmetro, no comprimento de onda de 510-520nm (BORGES et al., 2011;
NASCIMENTO et al., 2011; DARONCHO et al., 2012). Além do mais, o teste ainda permite
calcular a concentracéo efetiva que captura 50% dos radicais livres (EC50), permitindo ao

avaliador comparar a atividade antioxidante de diferentes extratos (RUFINO et al., 2007).

1.8 — AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

1.8.1 - Ensaio do MTT
O ensaio do MTT (brometo 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difeniltetraz6lio) é um

teste, descrito pela primeira vez por Mossman et al. (1983), que utiliza enzimas
mitocondriais para avaliar a quantidade de células vidaveis mediante exposicao prévia a
um agente. O MTT é um sal de cor amarela que, ao entrar em contato com a enzima
redutase mitocondrial, é reduzido formando cristais de formazan de cor roxa (Figura 5).
A partir da diluicdo destes cristais em dimetil-sufoxido (DMSQO), é possivel a
quantificacdo da absorbancia em espectrofotdmetro que é posteriormente transformada

em viabilidade.


https://openi.nlm.nih.gov/detailedresult.php?img=PMC3730368BMRI2013251754.sch.001&req=4
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Figura 5. Demonstracdo do MTT de cor amarela e sua forma reduzida de cor roxa. Fonte:
https://www.researchgate.net/figure/23456470 figl2 Figure-13-Principle-of-cytotoxicity-MTT-assay,

com adaptacdes.

A intensidade da cor roxa é diretamente proporcional a quantidade de células
viaveis, ou seja, quando mais forte a coloracdo, mais mitocondrias ativas em células
viaveis reduziram o MTT em formazan e, portanto, maior a viabilidade celular (SILVA,
2009; BELLAN, 2013).

Testes de citotoxicidade sdo geralmente os primeiros a serem realizados, devido a
facilidade de execucdo e a curta duracdo. Além do mais, eles fornecem importantes
informacdes na toxicologia de substancias, permitindo ao pesquisador uma analise do
coeficiente inibitério de 50% das células (IC50), ou seja, o valor exato em que ocorre a
reducdo da viabilidade em 50%, e ainda auxilia na determinag@o de concentracdes que
podem ser utilizadas em ensaios de exposicdo subletal, geralmente representadas por
fragdes do 1C50, permitindo prever a ocorréncia de danos em células vivas (OECD,
2010).

1.8.2 — Teste de Apoptose e Necrose (La/Be)
Durante a divisao celular, proteinas especificas atuam no reparo de eventuais erros

para a continuidade da divisdo de maneira correta visto que, uma vez que 0 erro persista, a
celula pode entrar em um processo de instabilidade e dar inicio a doengas, como por
exemplo o cancer. Caso o sistema de reparo sdo seja capaz de corrigir as alteragdes no
material genético, a célula é encaminhada para morte celular programada a fim de preservar
a integridade do individuo. Os dois processos mais conhecidos de morte celular séo a
apoptose a necrose (FETT-CONTE et al., 2000; GRIVICICH et al., 2007).

Kerr et al. (1972) descrevem a apoptose como uma delecdo controlada de células;

este tipo de morte celular pode ser utilizado como marcador de toxicidade, pois em excesso


https://www.researchgate.net/figure/23456470_fig12_Figure-13-Principle-of-cytotoxicity-MTT-assay
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podem estar relacionadas com a ocorréncia de uma serie de doencas ou lesGes no genoma
induzida por agentes externos (GRISOLIA et al., 2009). As alteragdes indicativas de
apoptose sdo a picnose, cromatina condensada e cariorréxis. Neste processo acontece a
condensacéo citoplasmatica e nuclear, em seguida a cromatina transforma-se em picnotica
e ¢ empurrada contra a membrana nuclear, originando a forma de “meia-lua” no nucleo
celular que sofre cariorréxis ou fragmentagcdo. Simultaneamente a célula emite
protuberancias onde sdo encontrados fragmentos picnéticos (XAVIER, 2002). J& a necrose
consiste de um edema celular agudo que leva a morte do tecido; neste as células sofrem
danos que levam ao aumento do seu volume, a agregacdo da cromatina, desorganizacao do
seu citoplasma, perda da integridade da membrana plasmaética e ruptura celular afetando as
celulas vizinhas, danificando o tecido como um todo (GRIVICICH et al., 2007).

Assim, um dos mais importantes objetivos dos testes toxicoldgicos é descobrir se
as substancias testadas sdo citotoxicas e ainda por quais mecanismos elas podem provocar
morte celular. Neste contexto, o teste de apoptose e necrose utilizando os corantes Laranja
de Acridina (La) e Brometo de Etidio (Be) é, portanto, relevante, uma vez que elucida se
a morte celular ocorreu por necrose ou por apoptose (ANAZETTI; MELO, 2007).

Este ensaio pode ser considerado padrdo devido a sua simplicidade e precisao e é
baseado na diferenca de permeabilidade da membrana plasmaética das células aos corantes
(La/Be). O LA é um corante permeavel & membrana citoplasmética intacta que interage
com o DNA, emitindo fluorescéncia verde as células. Ja o BE é permeavel a membrana
somente quando rompida, permitindo a entrada do corante e conferindo fluorescéncia
vermelha as células (WYLLIE, 2008; PERONDI, 2018). Na avaliacéo, células viaveis se
apresentam na cor verde e morfologia integra da membrana, citoplasma e ndcleo (Figura
6A), células apoptoticas também se exibem na cor verde porém, por vezes, cor amarelada,
sendo possivel observar 0s corpos apoptéticos em seu interior (Figura 6B) e a célula

necrdtica apresenta cor avermelhada (Figura 6A;B).
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Figura 6. Avaliacdo do tipo de morte celular por coloracéo diferencial pelo laranja de acridina e brometo
de etidio (La/Be). A. célula viavel em verde e célula necrotica em vermelho; B. Célula apoptotica em
verde, com corpos apoptéticos e célula necrdtica em vermelho. Fonte: De Carvalho et al. (2022) com
adaptacdes.

1.9 ~AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE PELO TESTE DO MICRONUCLEO
O micronucleo (MN) é caracterizado por um corpusculo livre, presente no

citoplasma da célula, de cor, forma e textura semelhante ao nucleo principal. S&o
formados durante a divisdo celular, na tltima fase do ciclo (tel6fase), sendo excluidos do
nucleo quando a carioteca é reconstituida. Podem ser oriundos de duas formas diferentes:
a partir de fragmentos cromossémicos (clastogénese) ou de cromossomos inteiros
(aneugénese) (Figura 7). No primeiro mecanismo 0 agente testado interage diretamente
com DNA e o fragmenta, e no segundo ocorre uma alteragdo no aparelho de divisdo
celular, que impede a correta segregagdo dos cromossomos durante o ciclo celular
(HOGSTEDT, 1984; AGOSTINI, 1993). No momento da anélise do teste, os critérios
considerados para a classificagdo do MN sdo a coloracdo igual ao ndcleo principal,
diametro inferior a 1/3 em relacdo ao nucleo principal, bordas integras e bem
evidenciadas, forma arredondada e localizagéo no interior do citoplasma (ALLEN et al.,
1992).
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Aneugénese

Clastogénese

Figura 7. Mecanismos de formacdo de micronicleo aneugénico e clastogénico, mediante exposi¢do a

agente indutor. Fonte: https://bioafgj.wordpress.com/projeto/, com adaptacdes.

O ensaio do micronucleo tornou-se um teste citogenético padrdo que pode ser
realizado tanto in vitro quanto in vivo. Quando in vitro, a metodologia mais comum inclui
0 uso de linfécitos, porém também pode ser feito em linhagens celulares, inclusive
tumorais (MACGREGOR, 1991; OECD, 2010; OLIVEIRA et al., 2005; VALGODE,
2008). O ensaio do micronucleo com bloqueio de citocinese (CBMN) é uma importante
metodologia de estudos in vitro, devido a permitir identificar microntcleos formados em
células que sofreram divisdo celular recente; estas exibem-se de forma binucleada
(Figura 8B) depois que ocorre exposi¢do a citocalasina B, substancia que impede a
divisdo do citoplasma. Sendo assim, o teste originalmente proposto para a contagem de
MN (Figura 8E,F) permite também a deteccdo de outras alteracbes, como brotos
nucleares (Figura 8G,H) e pontes nucleoplasmaticas (Figura 81), C-metafases, perdas

cromossémicas (Figura 8J,K) e morte celular (apoptose -Figura 8L- e necrose).
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Além disso, o teste permite também contabilizar o indice de divisdo celular, uma
vez que é possivel saber a quantidade de vezes em que ocorreu um ciclo celular completo,
a partir da quantidade de nucleos presentes no interior da célula e comparar a

possibilidade de diferentes tratamentos alterarem essa taxa de divisdo (FENECH, 2006).

Figura 8. A) Célula mononucleada. B) Célula binucleada. C) Célula trinucleada. D) Célula polinucleada. E) Célula
mononucleada com microndcleo F) Célula binucleada com microntcleo. G) Célula mononucleada com broto nuclear.
H) Célula binucleada com broto nuclear. I) Célula com ponte nuclear J) C-metafase com perda cromossdomica K) C-
metafase com perda cromossdmica. L) Célula em apoptose. Fonte: Acervo pessoal.

A formagéo de MN pode ocorrer de forma espontanea, devido a erros naturais do
ciclo celular. No entanto, este processo acontece em niveis baixos, nos quais o proprio
sistema de reparo do organismo é capaz de detectar e eliminar (ZUNIGA-GONZALEZ
et al., 2000). Porém, quando o organismo é exposto a um determinado agente mutagénico
externo, as taxas de formacgdo de MN podem aumentar de forma significativa e, visto que
a ocorréncia desta estrutura significa a perda de cromossomos inteiros ou fragmentos
cromossémicos, torna-se perigoso o aumento deste indice.

Uma vez que estas perdas estdo frequentemente associadas a abortos ou defeitos
no nascimento, além de possivelmente estarem envolvidas com o processo inicial do
desenvolvimento de cancer (SILVA et al., 2003) o teste do microntcleo é considerado
uma importante metodologia de triagem inicial do possivel efeito genotdxico e
mutagénico de uma substancia, sendo um ensaio simples, sensivel e robusto (FENECH,
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2000; FENECH; CROTT, 2002; BONASSI et al., 2003; SALVADORI et al., 2003;
ANDRADE et al., 2005).

1.10 -TESTE DE AVALIAC}AO DO CICLO CELULAR
O ciclo celular consiste nos processos que ocorrem na celula desde o seu

surgimento até a etapa de divisdo. Para concluir seu ciclo, a célula deve cumprir varias
etapas antes de dividir-se fisicamente em duas células filha, no caso da diviséo celular
por mitose. No inicio, ocorre o estagio que chamamos de interfase, este é dividido em G1,
S e G2. Em G1 a célula cresce, multiplica organelas e fabrica componentes necessarios
para as etapas posteriores; em S, ocorre a duplicacdo de todo material genético, com a
célula sintetizando uma copia completa do seu DNA no ndcleo e em G2 a célula produz
proteinas, organelas e comeca a reorganizar seu conteldo para iniciar a mitose
(SNUSTAD; SIMMONS, 2008).

A mitose é dividida em 4 fases: préfase, metéfase, anafase e tel6fase, que inicia
na condensacdo do DNA, formando os cromossomos e finaliza na divisdo deste material
genético e de todo contetido da célula mae para as células filha. Em células humanas
normais, este ciclo dura em torno de 24 horas, no entanto em cada uma das etapas ocorrem
eventos que sdo passiveis de erros, porém de extrema importancia para que 0 processo
ocorra de forma correta. Desta forma, durante o ciclo celular, a célula passa por uma série
de pontos de checagem que sdo extremamente sensiveis, onde qualquer dano no DNA ou
cromossomo ndo associado ao fuso mitético pode provocar o bloqueio do ciclo até a
maquinaria de reparo celular examinar a viabilidade da continuidade da divisdo
(PERDIGAO; TAVARES, 2001). Trés pontos de checagem sdo considerados mais
importantes, o ponto em G1, em G2 e em M, sendo que outros podem ativados de acordo
com a necessidade da célula (DAS-BRADOO; BIELISKY, 2010).

O ponto em G1 determina a continuidade do ciclo, uma vez que ao passar por esta
etapa a célula deve obrigatoriamente concluir a divisao; caso ndo esteja em condi¢oes,
fica estacionada em GO. Nesta etapa, sdo avaliados fatores como tamanho da célula,
quantidade de nutrientes suficiente para o ciclo e sinais de fatores de crescimento, além
da integridade do DNA. Em G2 também ocorre a verificagdo de danos no DNA,
checagem se o mesmo foi totalmente replicado na fase anterior (S) e tentativa de corrigir
0S erros; caso nao seja possivel a célula é encaminhada para apoptose. Em M o ponto de

checagem ocorre da metafase para a anafase, a fim de verificar se todas as cromatides
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irmas estdo corretamente ligadas aos microtubulos; em caso negativo, as fibras do fuso
tentam capturar cromossomos retardatarios (LI et al., 1998).

O teste de ciclo celular consiste na quantifica¢do de células em cada uma das fases
(GO/G1, S e G2/M). Este ensaio baseia-se na mudanca do conteddo de DNA nos
diferentes estagios da divisdo; para isto, um corante fluorescente € utilizado a fim de
emitir determinada intensidade de fluorescéncia, varidvel ao longo das fases do ciclo de
acordo com a quantidade de material genético. A avalia¢do ocorre por citometria de fluxo
na qual, a partir de programas especificos, gera um histograma que indica a quantidade
de células em cada etapa (Figura 9) (POZAROWSKI; DARZYNKIEWICZ, 2004).
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Figura 9. Histograma gerado a partir do teste de ciclo celular avaliado por citometria de fluxo,
determinando a quantidade de células em cada etapa da divisdo. Fonte: https://www.abcam.com/cell-
cycle-analysis-kit-ab287852.htm| acesso em 9/11/2022

2 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL
Avaliar a atividade antioxidante e a interacdo de extratos vegetais e seus derivados

em testes in vitro

2.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Verificar e comparar o potencial antioxidante do extrato etanolico, fragdo metandlica e
da substancia isolada (rutina) da casca de araticum-do-brejo (Annona glabra).

- Detectar e comparar 0 potencial citotoxico e genotoxico do extrato etandlico, fragdo
metanolica e da substancia isolada (rutina) da casca de araticum-do-brejo (Annona
glabra) in vitro.


https://www.abcam.com/cell-cycle-analysis-kit-ab287852.html
https://www.abcam.com/cell-cycle-analysis-kit-ab287852.html
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- Definir o mecanismo de morte celular (apoptose ou necrose) in vitro a partir da
exposicao do extrato etanolico e da fragdo metandlica.

- Determinar possiveis atividades de sinergismo in vitro a partir da avaliacdo por
fracionamento biomonitorado do extrato etanolico, fracdo metandlica e substancia isolada
(rutina).

- Investigar efeitos no ciclo celular pela da interacdo do extrato etandlico e fracdo
metandlica com as linhagens celulares estomacais ndo cancerosa MNPO1 e cancerosa
ACPO02.

- Determinar e comparar o potencial antioxidante dos extratos etandlicos do caroco de
acai branco e acai preto (Euterpe oleraceae).

- Definir e comparar o potencial citotoxico, e genotoxico de extratos etandlicos do caroco
de acai branco e preto (Euterpe oleraceae) in vitro.

- Avaliar e comparar o potencial citoprotetor in vitro de extratos etandlicos do caroco de
acai branco e preto (Euterpe oleraceae) frente a exposicao concomitante a doxorrubicina.
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RESUMO

Por apresentarem riqueza de metabolitos secundarios, plantas da familia Annonacea sdo
amplamente utilizadas como fonte de principios ativos de medicamentos. Alguns
metabdlitos bioativos nesta familia, principalmente no género Annona sdo as
acetogeninas, os alcaloides e os flavonoides, constituintes com importantes atividades
bioldgicas que tornam estas espécies amplamente estudadas. A Annona glabra, objeto de
estudo desta pesquisa, exibe-se como uma planta com importantes atividades bioldgicas
descritas na literatura e diversos constituintes com potencial terapéutico. Este trabalho
objetiva avaliar a atividade antioxidante e interacGes de constituintes presentes no extrato
etanolico (EE) e fracdo metanolica (FM), bem como avaliar um flavonoide isolado desta
fracdo, a rutina (RUT), em linhagens estomacais ndo neoplasicas (MNPO1) e neoplasicas
(ACPO02). Para isto, foram realizados os testes de DPPH para avaliacdo da atividade
antioxidante, MTT e ensaio de apoptose/necrose para avaliacdo de citotoxicidade, teste
do micronucleo para avaliacdo de genotoxicidade e ensaio de ciclo celular para avaliacéo
dos efeitos das substancias sobre a divisdo celular das células expostas. Todas as
substancias exibiram atividade antioxidante, sendo EE e FM mais que a RUT. N&o foi
observada atividade citotoxica e nem a formacédo de MN e outras anormalidades nucleares
para EE e FM, porém o teste do MN revelou uma reducédo do indice de divisdo nuclear
para ambas as amostras. Os efeitos das amostras sobre a divisdo da célula também foram
observados no teste de ciclo celular. Acreditamos que interacdes sinérgicas no EE e em
FM podem estar gerando danos no material genético e, por isso, atrasam o ciclo celular
devido a tentativa de correcdo do sistema de reparo. Sugerimos que mais avaliacdes
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devam ser feitas para melhor esclarecer o mecanismo de acdo do composto de modo que
garanta 0 bom uso de seus efeitos benéficos em condicdes e concentra¢bes adequadas.

Palavras chave: Metabdlitos secundarios, Antioxidante, Ciclo celular, Interacdes
sinérgicas.

1- INTRODUCAO

A familia Annonaceae compreende 2.016 espécies distribuidas em mais de 130
géneros. Somente na Amazonia estdo presentes ¥ de todas as espécies, desempenhando
um importante papel econémico, uma vez que produzem frutos comestiveis e plantas
comumente usadas na medicina popular, com riqueza de metabdlitos secundarios vegetais
atuando na homeostase do organismo (SCOTTI et al., 2012; ARAUJO, 2013 TAMOKOU
ET AL., 2017; LOBAO et al., 2020).

Compostos produzidos a partir do metabolismo secundério das plantas sdo
responsaveis por conferir vantagem evolutiva ao vegetal, sendo fundamentais na
adaptacdo e sobrevivéncia da espécie (BERLINCK et al., 2017). Devido a variedade de
funcbes bioldgicas, os metabolitos secundarios sdo amplamente utilizadas como
principios ativos de medicamentos. Por outro lado, por vezes estes metabdlitos podem
apresentar baixa estabilidade e solubilidade e oferecer riscos a satde se consumidas em
sua forma natural (MCCREATH; DELGODA, 2017). Diante deste cenario, destacam-se
trés classes de metabdlitos constantemente citados na literatura como bioativos na familia
Annonaceae, principalmente no género Annona, as acetogeninas, os alcaloides e 0s
flavonoides.

As acetogeninas sdo conhecidas pelo seu potencial anticancer, causando a morte
de células tumorais por diferentes mecanismos, como por exemplo, pela modulacdo da
quantidade de quimioterapicos no meio intracelular ou por causar parada do ciclo celular
e consequente inducéo a apoptose (PAES et al., 2016; HOUGHTON et al, 2007). Os
alcaloides também exibem atividade antineoplasica, podendo atuar também com funcéo
antibacteriana, antifangica, antiplasmaodica e citotoxica, sendo esta Ultima a propriedade
mais representativa desta classe (CAVE et al., 1982; STEVYGNI et al., 1998). J4 0 grupo
dos flavonoides apresentam grande potencial antioxidante, atuando no combate a radicais
livres. Porém, ja foi reportado que em algumas situacbes o composto pode apresentar
acdo pro-oxidante, como na exposicao a altas concentracdes (VRHOVSEK et al., 2004;
RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2019). Portanto é possivel observar que o género Annona
constitui-se como uma fonte de substancias com potencial terapéutico, o que torna

relevante a pesquisa a partir de especies de plantas com este potencial (ATTIQ et al.,
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2017; FRAUSIN et al., 2014). Esta analise geralmente ocorre a partir do
biomonitoramento fracionado, que envolve extra¢des, fracionamentos e purificagdes de
substancias isoladas para serem testadas (JUNIO et al., 211; NIEMEYER et al., 2013).
No entanto, tem se constatado que neste processo ocorre uma reducdo ou perda e, em
alguns casos, 0 surgimento ou potencializacdo da atividade observada (CASANOVA;
COSTA, 2017). E comum o relato de que misturas complexas de origem natural
apresentam efeitos mais evidentes que doses tradicionais de seus constituintes isolados, e
as explicacdes para estes fatos geralmente estdo relacionadas a interacbes sinérgicas
(WILLIAMSON, 2001; MA et al., 2009; CARMOSA et al., 2013; NIEMEYER et al.,
2013). Esta sinergia pode ser resultado de dois mecanismos: efeitos farmacocinéticos ou
farmacodindmicos. No primeiro é observado que uma substancia aumenta a solubilidade,
absorcéo ou metabolismo de outra, ja o segundo efeito esta relacionado a acao simultanea
destes constituintes a diferentes alvos terap@uticos inter-relacionados. E neste contexto
que plantas medicinais sdo evidenciadas como potenciais agentes terapéuticos, pois
geralmente exibem constituintes capazes de interagir com proteinas e modular processos
celulares diversos (WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 2009; MA et al., 2009)

Dentre as espécies do género Annona, destaca-se a Annona glabra, popularmente
conhecida como araticum-do-brejo ou araticum-da-lagoa (LORENZI et al., 2006).
Diversos estudos descrevem as atividades bioldgicas desta planta, como a inibigdo da
replicacdo do HIV em linfécitos expostos ao extrato metandlico do fruto (CHANG et al.,
1998), o potencial de extratos alcodlicos da folha, fruto e sementes, no combate a
linhagens celulares leucémicas (COCHRANE et al., 2008), o efeito anti-inflamatério do
extrato da casca (SIEBRA et al., 2009) e a atividade citotoxica do extrato metandlico dos
seus frutos (HIEN et al., 2015). Os dados presentes na literatura levaram esta espécie
vegetal a ser objeto de avaliacdo desta pesquisa.

O presente estudo objetiva avaliar efeitos a nivel celular do extrato etandlico,
fracdo metandlica e uma substancia isolada desta fracdo (rutina), obtidos a partir da casca
do caule de Annona glabra, quando expostos a linhagens celulares gastricas nédo
neoplasica (MNPO1) e neoplasica (ACP02).

2.1- MATERIAL VEGETAL

A casca do caule de A. glabra foi coletada no estado do Paré (latitude 01°43'05"S,
longitude 48°52'57"W). A identificacdo foi realizada pela Dra. Mérlia R. F. Coelho
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(Museu Paraense Emilio Goeldi), com exsicata (MG176948) depositada no referido

Museu.

2.2 — OBTENCAO, PROCESSAMENTO E ANALISE DAS AMOSTRAS

A obtencdo e analise do extrato etanolico (EE) e da fracdo metandlica (FM)
obtidos de A. glabra, bem como o isolamento da substéancia isolada (Rutina), foi realizado
no estudo de Brigido, (2016) ou Brigido et al., (2020) e gentilmente cedido a nossa
pesquisa.

O extrato etanolico (EE) foi obtido através da maceragéo exaustiva do po da casca
com etanol (1:10). A solucéo etandlica foi filtrada e concentrada em evaporador rotatorio
sob pressao reduzida, até obtencdo do residuo. A fracdo metandlica (FM) foi obtida a
partir de uma particdo com hexano e metanol: agua (9:1). Esta fracdo, FM, foi entdo
submetida a subfracionamentos e de uma subfracéo de interesse foi isolado o flavonoide
rutina (RUT), através de escala preparativa por cromatografia em camada fina. O EE, a
FM e a RUT foram analisados em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD).
O Isolado também foi analisado em espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN) a fim de ser identificado como o flavonoide Rutina (BRIGIDO et al., 2020).

23- TESTE DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DPPH (2,2-DIFENIL-1-
PICRILHIDAZIL)

Para determinacdo da atividade antioxidante de EE, FM e RUT, o DPPH foi
previamente diluido em metanol (0,04 mg/mL). Em seguida 900 uL da solu¢do de DPPH
foi misturada a 100 uL dos extratos diluidos em metanol, em concentragdes de 6,25 a 400
pg/mL. A mistura reagiu durante 20 minutos em local protegido da luz e, apés a reacéo,
as absorbancias das amostras foram medidas em espectrofotbmetro (Epoch, Biotek),
utilizando o programa Gen5 (2003) versédo 2.03.01. Os resultados foram expressos em
porcentagem de inibicdo do radical DPPH (% inibicdo), utilizando-se a férmula
%Ilnibicdo = {[Al-{(A2+A3)]/A1}/100, onde Al: absorbancia do DPPH, A2:
absorbancia do DPPH + extrato testado e diluidos e A3: absorbancia do metanol + extrato
testado e diluido. Apos isso foi calculada a concentragdo de extrato necessaria para
capturar 50% do radical livre (EC50), utilizando analise de regresséo linear, com auxilio
do programa Graphpad Prism versdo 6.01 (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

2.4 - LINHAGEM CELULAR E CONDICOES DE CULTURA
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Para todos os testes foram utilizadas duas linhagens celulares géastricas, uma néo
neoplasica MNPO1 e outra de adenocarcinoma gastrico ACP02, ambas gentilmente
cedidas pelo laboratério de Citogenética Humana e Genética Toxicolégica do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Para. Estas foram cultivadas em meio de

cultura DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF).
2.5 - ENSAIOS IN VITRO
2.5.1- Teste de citotoxicidade do MTT

O teste do MTT foi realizado em placas de 96 pogos. Para exposicao, por 48 horas,
foram utilizadas concentracdes de 6,25 pg/mL até 200 ug/mL de EE, FM e RUT de
acordo com proposto por Sperotto (2014). Como controle negativo foi utilizado meio de
cultura DMEM e como controle positivo (CP) a doxorrubicina (DOX) (200 pg/mL).
Como o DMSO foi utilizado como veiculo de diluicdo (0,1%), este também foi testado,
sendo diluido em meio de cultura na mesma concentracdo. ApOs 0 semeio e a exposicao,
as células nos pocgos foram submetidas a 100 uL. de MTT (5mg/mL) por 3 horas. Apds a
retirada do MTT, foi adicionado 100 pL. de DMSO em cada pogo por 1 hora. Entéo foi
realizada a leitura da absorbancia em espectrofotébmetro (Epoch Biotek) pelo programa
Gen5 (2003) versdo 2.03.1. A absorbancia foi convertida em sobrevivéncia (%S) através
da férmula: %S=100x[(Atestado—Abranco)/ (Acontrole-Abranco)], sendo “A” a
absorbancia de cada pogo; considerou-se como branco o pogo sem meio e células
(MOSMANN, 1983).

2.5.2 — Teste do Micronducleo in vitro

O teste do microntcleo foi realizado em placas de 12 pog¢os. Ap6s 24 horas do
semeio, foi realizada a exposicdo, por 48 horas, de EE, FM e RUT utilizando
concentragOes de 25 pg/mL a 200 pug/mL de acordo com proposto por Sperotto (2014). O
CN foi realizado com DMEM, o DMSO (0,1%) também foi testado e o CP foi feito com
colchicina (0,02 pg/mL), de acordo com Machado Santelle e Lofti (1996). Vinte e quatro
horas antes da retirada das células, foi adicionado Citocalasina B (6pg/ml) em cada poco.

Apobs isto, as linhagens foram tripsinizadas e transferidas para um tubo Falcon no
qual foi acrescentado solucdo hipoténica (KCI) e em seguida foi adicionado fixador
Carnoy com metanol e &cido acético (3:1). Apos centrifugado e retirado o sobrenadante,

foi adicionado 1ml de fixador Carnoy e o tubo foi armazenado para posterior analise. A
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avaliacdo foi feita em teste cego, sendo analisadas e quantificadas 500 células totais para
determinagdo do Indice de proliferacdo do bloqueio da citocinese (IPBC) utilizando a
formula: CBPI=[M1+2(M2)+3(M3)+4(M4)]/N; sendo de M1 a M4 o nimero de células
com 1, 2, 3 e 4 ndcleos, respectivamente, e N o numero total de células viaveis. A
contagem das células binucleadas permaneceu até serem contabilizadas 1000 células para
a observacdo de micronucleo e determinacdo de sua frequéncia através da seguinte
formula: fMN= n°MN/1000 (FENECH, 2007).

2.5.3- Teste do Ciclo Celular

Para o ensaio de ciclo celular foram utilizadas placas de 6 po¢os. 24 horas
apos o semeio, foi realizada a exposi¢do ao EE e a FM por 48h nas concentracdes de 200
pg/mL (C1) e 100pg/mL (C2), determinadas por resultados obtidos em testes anteriores,
em que nestas concentracdes os efeitos bioldgicos observados se mostraram mais
evidentes. Como CN foi utilizado DMEM e como CP foi utilizado DOX (200 pg/mL), 0
DMSO também foi testado na concentracdo de 0,1%.

Ao fim da etapa de exposicao, os po¢os com células foram lavados com tampao
Hank’s e as células aderidas foram tripsinizadas e transferidas a um eppendorf de 2ml
contendo de 500 pl de meio DMEM. Em seguida, o eppendorf com as células foi
centrifugado a 2009 e o sobrenadante foi descartado, o pellet restante este foi lavado com
500 ul de PBS 1x e centrifugado novamente a 200g. Apos esta etapa de lavagem, as
células foram fixadas em alcool 70% gelado, por 1 h a 4°C; esta etapa foi realizada com
auxilio do vortex a fim de evitar doublets na leitura. Em seguida, realizou-se novamente
a centrifugacdo a 200g e lavagem com 500 pl de PBS 1x. O sobrenadante foi entéo
descartado e foi entdo adicionado 5 p de RNAse (20 mg/ml) e 495 ul de PBS, de modo
que a concentracdo de RNAse ficou com uma concentracdo de 200ug/ml, sendo deixado
por 1h na estufa. Por ultimo, foi adicionado 500 pl de iodeto de propideo (50 pg/ml) e os
eppendorfs foram levados ao citbmetro de fluxo (BD FACSCanto 1) para anélise do ciclo
celular a partir do Software FACSDiva. Foram adquiridos 10.000 eventos por amostra e
a quantificacdo de células nas fases do ciclo (GO/G1, S e G2/M) foi realizada com auxilio
do programa Flowing Software 2.5.1 (POZAROWSKI; DARZYNKIEWICZ, 2014).

2.5.4 — Teste de Apoptose e Necrose (LA/BE)

Para o teste de morte celular por apoptose e necrose (LA/BE) foram

utilizadas placas de 12 pogos. 24 horas ap0s 0 semeio, foi realizada a exposic¢ao ao EE e
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a FM por 48h nas concentracdes de 200 pg/mL (C1) e 100ug/mL (C2), determinadas por
resultados obtidos em testes anteriores, em que nestas concentracdes os efeitos bioldgicos
observados se mostraram mais evidentes. Como CN foi utilizado DMEM e como CP foi
utilizado DOX (200 pug/mL) e DMSO testado na concentracédo de 0,1%.

Ap0ls semeio e exposicdo, as células foram tripsinizadas e transferidas para um
tubo Falcon, que em seguida foi centrifugado e retirado o sobrenadante. Uma mistura de
Laranja de acridina (LA) (100 pg/mL) e Brometo de Etidio (BE) (100 pg/mL) foi
preparada na proporcdo de 1:1 e 2 ul dessa mistura foi adicionado a 20 ul da solugéo
celular em uma lamina limpa, que em seguida foi coberta por uma laminula e
imediatamente analisada em microscopio de fluorescéncia Nikon (H550S). A anélise
aconteceu em quadruplicata na qual 300 células por amostra foram avaliadas. A
porcentagem de células viaveis, em necrose ou apoptose foi calculada a partir da formula:
%Células = (nimero de células de interesse/total de células analizadas) *100
(MCGAHON et al., 1995).

2.5 — ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com auxilio do programa Bioestat 5.0, sendo o
valor de p<0,05 considerado estatisticamente significativo. A normalidade dos dados foi
avaliada a partir do teste Kolmogorov— Smirnov e entdo foram realizados os testes de
comparagfes multiplas Tukey- ANOVA ou Kruskal-Wallis (Student-Newman-Keuls)
(AYRES, 2007).

3- RESULTADOS
3.1 - CARACTERIZACAO QUIMICA DO EXTRATO E DA FRACAO

A partir da analise cromatografica de EE e FM realizada por Brigido (2016) e
Brigido et al., (2020), dois picos principais sdo observados e se repetem nas duas amostras

(Figural;2). A avaliacdo dos espectros de UV, sugerem que essas substancias sdo

flavonoides, sendo esta a classe de compostos majoritaria tanto em EE quanto em FM.
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Figura 1. Perfil cromatogréficos e espectros de UV do extrato etanélico obtido das cascas de A. glabra.

A= 280 a 400 nm. Fonte: Brigido (2016).
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extrato etanolico das cascas de A. glabra. A= 280 a 400 nm. Fonte: Brigido (2016).

3.2— AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A partir da analise de captura de radicais livre DPPH pode se observar que tanto
0 EE quanto a FM e a RUT exibem potencial antioxidante, sendo o EE e a FM mais
antioxidantes e com igual EC50 de 16,7ug/mL enquanto o da RUT é de 19,5ug/mL
(Figura 3).
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Figura 3. Correlacdo entre a captura de radicais livre DPPH e as concentragBes utilizadas. Teste de
regressdo linear. A) Extrato etandlico (EE) e seu respectivo ECso. B) Fragdo metandlica (FM) e seu

respectivo ECso. C) Rutina (RUT) e seu respectivo ECsg

3.3-ENSAIO MTT

O ensaio do MTT demonstra que o EE, a FM e a RUT foram atoxicos no tempo
de 48 horas até a maior concentracao testada, tanto para a linhagem ACP02 quanto para
a MNPO1 (Figura 4).
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Figura 4. Porcentagem da média da sobrevivéncia celular e seus respectivos desvios padrdo. Teste:
Kruskal-Wallis-Student Newman Keuls, (p<0.05). A: Células gastricas normais (MNPO1); B: células de
adenocarcinoma gastrico (ACPQ2); "difere de todos os tratamentos

3.4 - TESTE DO MICRONUCLEO

O teste do micronucleo mostrou que o EE, a FM e a RUT néo exibem atividade
mutagénica, visto que ndo ocorreu aumento na frequéncia de microndcleos e nem de
nenhuma outra alteracdo nuclear analisada. Estes resultados foram observados tanto na
linhagem ACPO02 (Tabela 1) quanto na MNPO1 (Tabela 2)
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Ja o teste do indice de proliferacao por blogueio de citocinese (IPBC) demonstrou

que, na linhagem cancerosa ACP02 apenas a FM diminui o indice de divisdo nuclear

(Tabela 1). O resultado do IPBC para a linhagem gastrica normal MNP0O1 demonstra

reducdo no indice de divisdo nuclear tanto nos tratamentos com o EE quanto com a FM

em 48 horas de tratamento (Tabela 2).

Tabela 1. Média e desvio padrdo dos parametros analisados pelo teste do MN na linhagem celular ACP02
apos 48 horas de exposicao a extrato etanolico, fragdo metandlica e substancia isolada (rutina) a partir de

A. glabra e seus respectivos controles.

Cell ACP02
Ethanol extract
Treatments MNf BNf OAf CBPI
NC 0,25 (£ 0,07) 0,20 (£ 0) 0,38 (x£ 0,26) 1,49 (£ 0,02)
DMSO 0,25 (£ 0,07) 0,20 (£ 0,14) 0,30 (£ 0,36) 1,35 (£ 0,04)
25 pg/mL 0,60 (£ 0,07) 0,35 (£ 0,07) 0,05 (£ 0,06) 1,42 (+0,08)
50 pg/mL 0,05 (£ 0) 0,20 (£ 0,28) 0,12 (£ 0,09) 1,38 (x0,12)
100 pg/mL 0,30 (£ 0,07) 0,55 (£ 0,50) 0,12 (£ 0,10) 1,40(£0,03)
200 pg/mL 0,30 (£ 0) 0,30 (£ 0) 0,21 (£ 0,05) 1,39 (x0,05)
PC 4,36 (x 0,05)* 1,65 (x 0,21)* 0,10 (£ 0,20)* 1,33 (£ 0,03)
Methanolic fraction
Treatments MNf BNf OAf CBPI
NC 0,25 (£ 0,07) 0,2 (x0) 0,38 (£ 0, 26) 1,49 (£ 0,02)
DMSO 0,25 (£ 0,07) 0,2 (x0,14) 0,30 (£ 0,36) 1,35 (£ 0,04)
25 pg/mL 0,39 (£ 0,14) 0,04 (£ 0,04) 0,06 (£ 0,06) 1,30 (x0)*
50 pg/mL 0,23 (£ 0,18) 0,11 (£ 0,11) 0,11 (£ 0,11) 1,30 (x0,09)*
100 pg/mL 0,69 (£ 0,27) 0,2 (x0) 0,15 (£ 0,15) 1,31 (x0,03)*
200 pg/mL 0,27 (£ 0,09) 0,22 (£ 0,31) 0,14 (£ 0,14) 1,30 (x0,01)*
PC 4,36 (x 0,50)* 1,65 (x 0,21)* 0,10 (£ 0,20)* 1,33 (+ 0,03)*
Rutin
Treatments MNf BNf OAf CBPI
NC 0,25 (£ 0,07) 0,2 (x0) 0,38 (£ 0, 26) 1,49 (x 0,02) **
DMSO 0,25 (£ 0,07) 0,2 (x0,14) 0,30 (£ 0,36) 1,35 (£ 0,04)
25 pg/mL 0,39 (£ 0,14) 0,04 (£ 0,04) 0,06 (£ 0,06) 1,43 (x0,04)
50 pg/mL 0,23 (£ 0,18) 0,11 (£ 0,11) 0,11 (£ 0,11) 1,48 (x0,04)
100 pg/mL 0,69 (£ 0,27) 0,2 (x0) 0,15 (£ 0,15) 1,47 (x0,01)
200 pg/mL 0,27 (£ 0,09) 0,22 (£ 0,31) 0,14 (£ 0,14) 1,33 (£0,06)
PC 4,36 (+ 0,50)* 1,65 (+ 0,21)* 0,10 (£ 0,20)* 1,33 (£ 0,03)

MNTf: frequéncia de micronucleos; BNf: frequéncia de brotos nucleares; OAf: frequéncia de outras
anormalidades; CBPI: indice de proliferacdo com bloqueio de citocinese; NC: controle negativo; PC:
controle positivo. Teste paramétrico ANOVA,; multiplas comparac¢des Tukey-Kramer (p<0.05); *Difere de
NC; **difere de 200 e PC.

Tabela 2. Média e desvio padrao dos parametros analisados pelo teste do MN na linhagem celular MNPO1
apos 48 horas de exposicao a extrato etanélico, fragdo metandlica e substancia isolada (rutina) a partir de

A. glabra e seus respectivos controles

Cell MNPO1

Ethanol extract
Treatments MNf BNf OAf CBPI
NC 0,45 (+ 0,07) 0,05 (x 0,07) 0(x0) 1,56(+007)
DMSO 0,50 (+ 0,001) 0,25 (x 0,07) 0(x0) 1,43 (+ 0,05)
25 pg/mL 0,65 (+ 0,07) 0,35 (x0,21) 0,05 (+ 0,04) 1,24 (£ 0,02)*
50 pg/mL 0,19 (+ 0,13) 0,20 (+ 0,14) 0,05 (+ 0,05) 1,27 (£ 0,02)*
100 pg/mL 0,25 (+ 0,06) 0,20 (+ 0,28) 0,03 (x 0,05) 1,24 (£ 0, 001)*
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200 pg/mL 0,55 (+ 0,49) 0,30 (£ 0, 14) 0,03 (x 0,05) 1,26 (£ 0,03)*
PC 2,28 (£ 0,21)* 1,80 (x 0,67)* 0,19 (£ 0,14)* 1,42 (£ 0,07)*
Methanolic fraction
Treatments MNf BNf OAf CBPI
NC 0,45(zx 0,07) 0,05 (£ 0,07) 0(x0) 1,56 (£ 0,07)
DMSO 0,50 (£ 0,001) 0,25 (£ 0,07) 0(x0) 1,43 (£ 0,05)
25 pg/mL 0,65 (£ 0,07) 0,16 (£ 0,03) 0,02 (£ 0,04) 1,24 (+ 0,05)*
50 pg/mL 0,19 (£ 0,13) 0,25 (£ 0) 0(x0) 1,36 (x 0)*
100 pg/mL 0,25 (£ 0,06) 0,53 (x£ 0,36) 0(x0) 1,27 (x 0,01)*
200 pg/mL 0,55 (£ 0,49) 0,12 (£ 0,16) 0(x0) 1,35 (+ 0,05)*
PC 2,28 (£ 0,21)* 1,80 (x 0,67)* 0,19 (x0,14)* 1,42 (£ 0,07)*
Rutin
Treatments MNf BNf OAf CBPI
NC 0,45 (£ 0,07) 0,05 (£ 0,07) 0(x0) 1,56 (£ 0,07)
DMSO 0,50 (£ 0,001) 0,25 (£ 0,07) 0(x0) 1,43 (£ 0,05)
25 pug/mL 0,50 (£ 0,70) 0,27 (£ 0,03) 0(x0) 1,63 (£ 0,03)
50 pg/mL 0,25 (£ 0,35) 0,15 (£ 0,07) 0,05 (£ 0,05) 1,61 (£ 0,09)
100 pg/mL 0,23 (£ 0,18) 0,36 (+ 0,36) 0,03 (£ 0,06) 1,51 (£ 0,04)
200 pg/mL 0,30 (£ 0,28) 0,1(x0,14) 0(x0) 1,43 (£ 0,07)
PC 2,28 (£ 0,21)* 1,80 (x 0,67)* 0,19 (£ 0,14)* 1,42 (£ 0,07)

fMN: frequéncia de microndcleos; fBN: frequéncia de brotos nucleares; fOA: frequéncia de outras
anormalidades; CBPI: indice de proliferagdo com bloqueio de citocinese; CN: controle negativo; CP:
controle positivo. Teste paramétrico ANOVA; multiplas comparagdes Tukey-Kramer (p<0.05); *Difere
dos demais tratamentos.

3.5—-TESTE DE CICLO CELULAR

Este ensaio mostrou que para a linhagem MNPO1 (Figura 5A), o numero de
células na fase GO/G1 apos a exposicdo ao EE na concentracdo de 200pugmL aumentou
em relacdo aos demais tratamentos, assim como seu controle positivo. Na fase S, houve
um aumento de células expostas ao EE na concentracdo de 200pgmL e uma diminuicdo
do namero de células expostas a FM na concentracdo 200pgmL. O ndmero de células em
G2/M permaneceu constante em todos os tratamentos.

Com relacdo as células ACP02 (Figura 5B), em GO/G1 houve uma diminuigéo
do nimero de células expostas ao EE na concentragdo 100ugmL e um aumento do nimero
de células estagnadas em S para todos os tratamentos com A. glabra e seu controle

positivo.
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Figura 5. Média e Desvio padrdo da porcentagem de células em diferentes fases do ciclo celular apds
exposicao aos extratos de A. glabra e seus controles. A) MNPO1. B) ACP 02. *Difere em relacdo a NC e
DMSO. Teste paramétrico ANOVA; comparagdes maltiplas de Tukey-Kramer (p<0,05). NC: controle
negativo; DMSO: dimetilsulféxido (veiculo de dilui¢do); EE: extrato etandlico; FM: fracdo metandlica;
PC: controle positivo.

3.6 - TESTE DE APOPTOSE E NECROSE (LA/BE)

O ensaio de apoptose/necrose investigado pela coloracao diferencial de laranja de
acridina e brometo de etidio mostrou morte celular por necrose da linhagem MNPO1 apds
exposicdo da FM de A. glabra na concentragdo de 100 pg/mL. Nenhuma das outras

concentragfes mostrou diferenca estatistica, a excegdo do CP (Figura 6).
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Figura 6. Média e Desvio padrdo da sobrevivéncia das células ap6s exposi¢do aos extratos de A. glabra e
seus controles. A) MNPOL1. B) ACP02. *Difere em relacdo aos demais tratamentos. Teste paramétrico
ANOVA,; Compara¢cdes multiplas de Tukey-Kramer (p<0,05). NC: controle negativo; DMSO:
dimetilsulfoxido (veiculo de dilui¢do); EE: extrato etandlico de A. glabra; FM: fracdo metandlica de A.
glabra; PC: controle positivo (DOX= 200 pg/mL).

4- DISCUSSAO

Constituintes fitoquimicos diversificados presentes na familia Annonaceae fazem
com que investigacdes acerca de suas propriedades em células, tecidos e até organismos,
venham se intensificando ao longo dos anos (SIEBRA, 2007). A espécie Annona glabra,
objeto de estudo desta pesquisa, tem ampla utilizacdo na medicina tradicional, onde
compostos de diferentes partes da planta exibem importantes atividades bioldgicas ja
descritas anteriormente por outros autores, como efeitos anti-helmintico, antimalérico,
antimicrobiano, antiprotozoario, pesticida e até anticancer (ALALI et al., 1999;
COCHRANE et al.,2008).
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A atividade antioxidante observada tanto em EE quanto em FM pode ser explicada
pela sugestdo da presenca de flavonoides na caracterizagcdo quimica de ambos, visto que
esta propriedade é amplamente descrita nesta classe de compostos (NUNES et al., 2012).
Ja a sutil reducéo da capacidade do flavonoide majoritario (RUT) em capturar radicais
livres, acredita-se estar relacionada a diminuicdo do seu tempo de atuacao, ou seja, sua
biodisponibilidade, quando atua de forma isolada. Este fato ja foi descrito na avaliacéo
da cinética de absorcdo in vitro de fragdes de Annona muricata enriquecidas de
flavonoides, que concluiu que a rutina se apresentava mais biodisponivel ao atuar em
conjunto com outros compostos (YANG et al., 2015).

Os resultados do ensaio do MTT e teste de apoptose e necrose, mostram que as
substancias utilizadas n&o induziram citotoxicidade para nenhuma das linhagens
celulares, nas condi¢des e concentracdes testadas. Trabalhos anteriores, ao caracterizarem
qguimicamente extratos de A. glabra, descreveram os alcal6ides e as acetogeninas como
0s principais grupos de compostos fitoquimicos presentes nesta planta (CHANG et al.,
1998; CHEN et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2002; CHEN et al., 2004; HIEN et al.,
20015), ambos exibem conhecido potencial citotoxico. Na metodologia utilizada para
caracterizacdo do EE e da FM testados no presente trabalho, acetogeninas e alcaloides
também foram identificados, porém em concentra¢des muito reduzidas, o que também
explicaria a auséncia da atividade citotdxica.

Nossos resultados indicam que o EE e a FM induzem o mesmo efeito bioldgico:
reducdo do indice de divisdo nuclear e alteracdo na duracéo das fases do ciclo. Como os
demais ensaios ndo dao evidéncias de citotoxicidade, talvez a reposta possa estar ligada
a paradas nas fases do ciclo em pontos de checagem, visto que a célula eucarionte sempre
examina sinais internos e externos para decidir se deve continuar ou parar o ciclo
(TYLER, 1996). Diante disso, a auséncia de microntcleos em nossas analises nos leva a
levantar duas hipdteses: 1) os danos gerados sdo reparados, ndo sendo capazes, portanto,
de gerar micronucleos ou 2) os danos gerados pelos compostos presentes em A. glabra
em altas concentrac6es, impedem o progresso do ciclo celular e os micronucleos ndo séo
visualizados uma vez que a célula ndo consegue completar sua divisao. Nossa 22 hip6tese
é reforcada por Cochrane (2008) que na avaliacdo de extratos de A. glabra, observou o
aumento da expressao de um inibidor do complexo regulador do ciclo (WAF1/p21) e
sugeriu que esta modulacdo contribuia para parada das células na interfase, em G0/G1,

interrompendo o processo de divisdo celular.
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Paradas nas fases do ciclo também foram observadas no teste de ciclo celular. A
grande quantidade de células ndo neoplasicas (MNPO1) paradas em G1/GO na maior
concentracdo do EE, demonstra que conhecidamente células ndo neoplésicas tendem a
avaliar de forma mais criteriosa as condi¢Ges para iniciar o processo de divisdo (PINHO,
2008), dado que o ponto de checagem em G1 é crucial para determinar se a célula que vai
iniciar o ciclo. Se isso acontecer, a célula torna-se comprometida irreversivelmente com
a divisdo celular, caso contrério, fica estacionada em GO (LI et al., 1998). Ja os resultados
observados na fase S tanto na linhagem MNPO1 quanto em ACP02 confirmam a tentativa
da maquinaria de reparo em corrigir danos causados no DNA dado que, durante esta
etapa, qualquer problema na replicagdo do DNA aciona um ponto de checagem que
estagna as células enquanto ndo for reparado (WILLIS; RHIND et al., 2009).

Na fase S do ciclo celular, ocorre um importante evento para a divisao celular: a
replicacdo do material genético. Uma vez que este processo € finalizado, proteinas de
reparo, avaliam se existem pontos em que 0 DNA n&o esta duplicado. Em caso positivo,
proteinas de replicagdo A (RPA) atuam como sinalizadoras e blogueiam o ciclo até a
correcdo do erro (DAS-BRADOQO; BIELINSKY, 2010).

Artigos na literatura descrevem que, dependendo da concentracdo de exposicéo,
compostos presentes tanto no EE quanto FM de A. glabra podem exibir a capacidade
genotdxica. As acetogeninas, por exemplo, sdo conhecidas por bloquear o ciclo de divisao
em G1 e induzir a autofagia das células (PAES et al., 2016), ja os alcaloides apresentam
a capacidade de inibir a Topoisomerase, proteina fundamental no processo de replicacdo
(DA SILVA etal., 2007; ALVES et al., 2007). No entanto, acreditamos que os resultados
observados em nossa pesquisa nos tratamentos com o EE e a FM possam resultar da
combinacdo destes compostos. Sugerimos ainda que estes constituintes possam trabalhar
em sinergia a partir de efeitos farmacocinéticos, no qual que uma substancia modula a
acao da outra gerando efeitos superiores ao que se era esperado (WAGNER; ULRICH-
MERZENICH, 2009). Resultados semelhantes foram descritos por Paula (2019),
concluindo que alcaloides presentes no extrato de Annona rugulosa apresentavam maior
efeito antiproliferativo in vitro, em células de cancer cervical Hela, ao atuar em sinergia
com outros metabolitos secundarios.

Outro exemplo de sinergia no género Annona € o resultado observado no trabalho
de Yang et al. (2015) que, ao avaliar extratos de graviola (Annona muricata) concluiu que
combinagBes de acetogeninas e flavonoides demonstram um aumento da eficacia in vitro

frente ao combate de células de cancer de préstata (PC-3). Porém, ao administrar esta
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mistura a camundongos com xenoenxertos de PC-3 implantados subcutaneamente, todos
0s animais apresentaram sintomas como perda de apetite, perda dréstica de peso,
diminui¢do do movimento, seguida do encurvamento da postura, sendo eutanasiados apos
trés semanas de exposicao, e confirmando a toxicidade desta combinacao.

Nossos resultados demonstram que o extrato, a fragdo e a rutina obtidos da casca
de Annona glabra, nas condic@es testadas, ndo apresentam potencial citotoxico tanto para
células gastricas ndo neoplasicas (MNPO1) quanto para células de adenocarcinoma
gastrico (ACP02). Porém, nas concentracdes testadas, foi possivel observar que
substancias presentes no extrato e fracdo alteram a dindmica do ciclo celular das duas
linhagens. E possivel que estes constituintes fitoquimicos exibam efeitos genotoxicos ao
atuar de forma sinérgica e, consequentemente, estas alteracfes no material genético
causariam a parada da divisao celular em pontos de checagem.

Diante disto, nossa pesquisa demonstra que 0 uso terapéutico de extratos e fragdes
obtidos de Annona glabra devem ser realizados de forma atenta as concentragcdes do
preparo, devido a efeitos de compostos produzidos a partir do seu metabolismo
secundario e a interacdo sinérgica destes. Ressaltamos a necessidade de investigacdes
mais detalhadas para uma melhor compreensdo da forma como estes constituintes

interagem entre si e interferem na dindmica do ciclo celular.
5- CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho demostram a importancia da avaliacdo da toxicidade
em preparos a base de vegetais, pois, a partir do seu metabolismo secundério, plantas
produzem substancias para se proteger de parasitas e predadores e estes também podem
provocar alteracées no equilibrio bioguimico do organismo humano e serem danosos,
interagindo inclusive com o nosso material genético, podendo causar alteracbes em genes
importantes e levar ao desenvolvimento doengas genéticas como, por exemplo, o cancer.

Por outro lado, também é importante ressaltar a avaliacdo para determinacéo de
concentracdes a serem utilizadas nestas misturas complexas, uma vez que a A. glabra
apresenta importantes atividades bioldgicas, sendo amplamente utilizada na medicina
tradicional. Nossos dados sugerem seu uso de forma cautelosa, atentando sempre para a
concentracdo utilizada, a fim de usufruir dos beneficios farmacoldgicos deste vegetal e,

ao mesmo tempo evitar efeitos de toxicidade.
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Assim, atentamos para que mais estudos sejam feitos, avaliando possiveis
interacdes destes compostos de modo a auxiliar na elucidacdo do mecanismo de acgdo
destes constituintes.
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RESUMO

A Euterpe oleracea exibe um fruto conhecido como acai, no qual seu caro¢o é
considerado um residuo, descartado logo apds processamento para retirada do suco.
Porém, este também exibe importantes atividades biologicas. O agai vem ganhando
destaque devido apresentar atividades além na nutricional basica, sendo utilizado em
estudos de nutrigendmica, avaliando nutrientes de alimentos capazes de modular a
expressdo de genes, por exemplo, a partir da captura de radicais livres, pela acdo
antioxidante. Sendo assim, este trabalho objetiva avaliar a acdo antioxidante, atividade
citotoxica, citoprotetora e genotoxica in vitro de duas variedades: o acai preto (AP) e 0
acai branco (AB), a partir de extratos etandlicos obtidos do caro¢o deste fruto. Para isto,
foi realizado o teste avalia¢do antioxidante DPPH nas concentrac6es de 6,25 a 400 pug/mL
e os testes do MTT em concentragdes de 6,25 a 200 pg/mL e do microndcleo (MN) em
concentragdes de 25 pg/mL a 200 pg/mL utilizando duas linhagens celulares estomacais
normais MNPO1 e de adenocarcinoma gastrico ACP02. Foi observada a atividade
antioxidante dos dois extratos, sendo o AP 30% mais eficiente que AB em capturar 50%
dos radicais livres. Na avaliacdo dos efeitos bioldgicos, ndo foi observada citotoxicidade
e nem genotoxicidade; no entanto, foi constatado uma atividade citoprotetora de ambos
0s extratos nas duas linhagens celulares. Acreditamos que este potencial possa estar
relacionado a intensa capacidade dos extratos em capturar radicais livres, provavelmente
devido a apresentarem compostos fendlicos em sua constituicdo. Sugerimos que mais
estudos para avaliar o mecanismo de citoprotegéo, a determinacdo da melhor metodologia
de administracdo do agente protetor e do causador de danos e analises quanto as
concentragdes utilizadas nestas combinagdes possam contribuir com informagoes,
inclusive para a elaboracdo de farmacos para serem administrados combinados a
tratamentos que induzam a producéo de radicais livre, uma vez que o uso de antioxidantes
exogenos contribui na prevengdo ou minimizacao de sintomas de diversas enfermidades.

Palavras chave: Caroco, Antioxidante, Nutrigendmica, Citoprotetora, Linhagem celular.
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1- INTRODUCAO

A Euterpe oleracea (acaizeiro) é considerada a palmeira mais produtiva da regido
Amazoénica, uma vez que sua arvore inteira apresenta interesse econémico. Esta planta
tem sido explorada ao longo dos anos, inclusive por populacGes ribeirinhas da regido
amazonica, que utilizam as fibras da folha do acaizeiro para tecer chapéus, esteiras,
sacolas e cestas; além disso, do seu caule € extraido o palmito de acai amplamente
apreciado e comercializado no mercado nacional e internacional (SOUTO, 2001; SILVA,
2002). No entanto, o grande destaque é proveniente do seu fruto, chamado de acai, que
ganhou visibilidade devido aos crescentes estudos que demonstram seus beneficios em
relacdo a saude do homem, estando presente em produtos como sorvetes, iogurtes, cremes
e licores, na forma de polpa congelada, em pé ou in natura (MONTEIRO, 2006;
BONOMO, 2014; CEDRIM et al., 2018).

Esta espécie exibe variacdo fenotipica quanto a coloracdo do fruto maduro, sendo
denominados de acai preto, 0 mais conhecido, que pds processado apresenta cor roxa ou
violacea e acai branco com frutos de cor verde opaca e produzem bebida de coloragao
creme esverdeada (SANCHES; OLIVEIRA, 2011). Contudo, a polpa do fruto representa
5 a 15% de seu volume, variando de acordo com tipo e grau de maturidade e o restante
do fruto constitui-se do caro¢o, que é considerado um residuo descartado logo ap6s o
processamento para obtencao do suco (PAULA, 1995). O caroco também tem sido fonte
de estudo em diversas areas devido a preocupac¢do quanto ao descarte adequado e possivel
reutilizacdo do residuo, visto que a producdo diaria de acai gera toneladas de lixo
organico, além disso diversas pesquisas também demonstram seu efeito antioxidante,
vaso dilatador, anti-hipertensivo, protetor contra enfisema e antimicrobiano (AGUIAR,;
MENDONCA, 2003; RODRIGUES et al., 2006; MOURA et al., 2011; GARBIN, 2011;
MELHORANCA FILHO; PEREIRA, 2012; FREITAS, 2010).

A presenca de constituintes como compostos fendlicos, os acidos vanilico, cafeico
e siringico e, principalmente, um grupo de flavonoides conhecido como antocianinas,
pigmento que atribui a coloragdo roxo escuro ao suco do acai preto (PACHECO-
PALENCIA et al., 2008; CARVALHO et al., 2017), explicam sua intensa atividade
antioxidante, inibindo ou diminuindo os efeitos causados pelos radicais livres no
organismo. O acai vem ganhando reconhecida importancia pelos consumidores como um
alimento funcional, aquele que exibe propriedades além da nutricional béasica, sendo alvo
de estudos da nutrigendmica (LIMA et al., 2012; LIN et al., 2007).
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A nutrigenbmica avalia interaces dos nutrientes, oriundos da alimentacéo, com
0 material genético das células, observando a forma como os compostos sdo capazes de
modular a expressao de genes, e dentre as formas de acontecer esta modulagdo destaca-
se a atividade antioxidante, atuando no combate de diversas doencas, inclusive as
neoplasias (VALENTE et al., 2014). Estima-se que em 2030 havera 21,4 milhdes de
novos casos de cancer, no entanto, acredita-se que esta estatistica pode ser alterada caso
ocorram mudancas em habitos alimentares com maior consumo de alimentos
antioxidantes exogenos ou 0 consumo diario de farmacos com compostos oriundos de
plantas com a capacidade de capturar radicais livres (TESSARIN; SILVA, 2013;
MS/INCA, 2014; VIEIRA et al., 2015).

Os radicais livres possuem alta capacidade de reatividade gquimica pois, devido
possuirem nimero impar de elétrons, apresentam a tendéncia de adquirir mais um para se
tornar estavel (SILVA et al., 2003). A formac&o destes ocorre naturalmente no organismo,
pois a oxidacdo é fundamental para a vida aerdbica e, quando presentes em niveis
normais, podem ser removidos por defesas antioxidantes naturais do organismo
(HALLIWELL; GUTTRIGDE, 2007). No entanto, somos expostos a diversos fatores
externos que podem gerar um desbhalanco entre a producéo e a retirada desses radicais
livres pelo sistema de defesa antioxidante, levando ao processo chamado de estresse
oxidativo. E neste contexto que se torna importante inserir antioxidantes exégenos na
dieta, como o acai, garantindo a manutencdo do balanco oxidativo e da salde do
organismo (NUNES, 2010).

Sendo assim, o presente trabalho objetiva avaliar a atividade antioxidante de extratos
etanolicos obtidos do carogo de acai branco e preto e analisar sua capacidade em proteger
linhagens celulares frente a exposi¢do prévia a doxorrubicina, bem como investigar
possiveis concentragdes com efeitos de citotoxicidade e genotoxicidade, a fim de

determinar nas condigdes testadas uma concentracado, antioxidante, citoprotetora e segura.
2-MATERIAL E METODOS
2.1 - COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS

Os extratos etanolicos de agai foram produzidos no Laboratério de Investigacédo
Sistematica em Biotecnologia e Quimica Fina (LablSisBio). Para o processo, carocos de
acai preto e branco foram coletados, como residuo agroindustrial, no municipio de Santa
Barbara, no Para (latitude 1°15,5°13”S, longitude 48°16°35”, 96W) e, em seguida, 0
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material foi secado, por 3 dias, em estufas de circulacao de ar a 60°C, para entdo ser moido
em moinho de martelos com peneira de 1 mm. Apds isto, os metabdlitos presentes em 1
Kg de carocos de E. oleracea (preto e branco) foram extraidos a uma temperatura de
35°C, com 1,5 L, e de 45°C com 3,0 L de etanol. Cada extracdo ocorreu por 30 minutos
sob agitacdo assistida em ultrassom (banho ultrassénico modelo UNIQUE — USC — 1800,
40KHz de frequéncia, poténcia 155 Watts), dando origem aos extratos etandlicos de acai
preto (AP) e o de acai branco (AB).

2.2 - CARACTERIZACAO QUIMICA DAS AMOSTRAS
2.2.1 - ldentificacdo de taninos por via imida

Em um tubo de ensaio de 10 mL, foi adicionado 50 mg de AP e AB, 2,0 mL de
agua destilada e agitado até a completa dissolucdo. Em seguida foram adicionadas 3 gotas
de Cloreto Férrico (FeClz) a 10,0 % e se observou a mudanca de coloracdo, onde a
presenca de coloracdo verde indicava a presenca de taninos condensados e a coloracao

azul a presenca de taninos hidrolisaveis.

2.2.2 - Cromatografia em camada delgada (CCD)

Os extratos (AP e AB) foram aplicados em placas de silica gel (3 cm de largura,
5 cm de comprimento e 4 cm de percurso cromatografico). A eluicdo foi realizada
empregando o sistema Acetato de Etila: Acido Acético: Acido formico: H20 (10:1:1:2,6).
Os metabdlitos investigados e seus respectivos agentes reveladores foram os taninos
condensados (vanilina 1,0% e &cido sulfurcico a 10,0% ambos em etanol) (VAS+H2S0.),
acidos graxos (acido fosfomolibidico) (PMA), compostos fenolicos (Cloreto Férrico
10,0% em etanol) (FeCls), antraquinonas, antronas, antronois, cumarinas (Hidréxido de
Potassio 1,0% em etanol e radiacdo ultravioleta em comprimento de onda de 365 nm)
(KOH+UV), alcal6ide (Dragendoff), flavonoides (difenilboriloxietilamina 1,0% em
metanol e polietilenoglicol 5,0%) (NP+PEG).

2.2.3 — Andlise Cromatografica (CG/EM)

A analise por Cromatografia Gasosa foi realizada empregando um cromatégrafo
(CG) Thermo Scientific Trace 1300 acoplado a um espectrometro de massa (EM) Thermo
Scientific MS-1SQ Single Quadrupolo com auto-amostrador Al 1310, equipado com
coluna capilar ZB-5HT INFERNO (30m x 0,25mm x 0,10um); foi usado gas Hélio como

carreador a um fluxo de ImL / min. A injecdo de amostra de 1,0 pL ocorreu no modo
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Splitless. O injetor operou a 250 °C e a programacao de temperatura do forno foi iniciada
a 200 °C, mantendo-se por 2 min., elevando-se até 300 °C (20 °C/min.), se mantendo por
10 min. O MS-ISQ operou com interface a 275 °C, fonte de ionizacdo a 230 °C, usando
um atraso do solvente de 5 minutos, com faixa de massa (50-1000 Da). A ionizagédo
eletrbnica ocorreu a 70 eV. As identificacdes das substancias foram realizadas através da
comparagdo dos espectros de massas com 0s das bibliotecas comerciais NIST2011-
WILEY2009-FAMES2011.

23 TESTE DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DPPH (2,2-DIFENIL-1-
PICRILHIDAZIL)

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada em triplicata, por método
espectrofotométrico. O DPPH foi diluido em metanol na concentracdo de 0,04 mg/mL.
Para a reacdo, foi utilizado 900 uL da solugdo de DPPH e 100 uL dos extratos diluidos
em metanol nas concentragdes de 6,25 pg/mL a 400 pg/mL. A mistura reagiu por 20
minutos em local protegido da luz e, apds isto, as absorbancias das amostras em diferentes
concentracdes foram medidas em espectrofotdbmetro (Epoch Biotek), utilizando o
programa Gen5 (2003) verséo 2.03.01.

Os resultados foram expressos em porcentagem de inibi¢do do radical DPPH (%
inibicdo), utilizando-se as absorbancias para o célculo através da formula: %Inibicdo =
{[A1-{(A2+A3)]/A1}/100, sendo Al: absorbancia do DPPH, A2: absorbancia do DPPH
+ extrato testado e diluidos e A3: absorbancia do metanol + extrato testado e diluido.
Apos isso também foi calculada a concentracdo de extrato necessaria para capturar 50%
do radical livre DPPH (EC50) com auxilio do programa Graphpad Prism verséo 6.01
(BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

2.4- LINHAGEM CELULAR E CONDICOES DE CULTURA

Para todos os testes foram utilizadas duas linhagens celulares géastricas, uma néo
neoplasica MNPO1 e outra de adenocarcinoma gastrico ACP02, ambas gentilmente
cedidas pelo laboratorio de Citogenética Humana e Genética Toxicologica do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Para. Estas foram cultivadas em meio de

cultura DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF).

2.5—- DESENHO EXPERIMENTAL DOS ENSAIOS IN VITRO
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Nesta pesquisa foram realizados dois ensaios bioldgicos: O ensaio do MTT
(brometo 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difeniltetraz6lio), com semeio das células em
placas de 96 pocos, e o teste do micronucleo, no qual esta etapa foi realizada em placas
de 12 pocos.

Nos dois testes, para exposicdo por 48 horas, foram utilizadas concentracbes de
6,25 pg/mL até 400 pg/mL de AP e AB de acordo com proposto por Sperotto (2014).
Como controle negativo (CN) foi utilizado meio de cultura DMEM e, devido DMSO ser
utilizado como veiculo de diluicdo (0,1%), este tambem foi testado, diluido em meio de
cultura, na mesma concentracdo. O controle positivo (CP) para o MTT foi realizado
utilizando a doxorrubicina (DOX) (200 pg/mL) e para o micronucleo utilizou colchicina
(0,02 pg/mL), de acordo com Machado Santelle; Lofti (1996). Neste ultimo ensaio, 24

horas antes da retirada das células, foi adicionado Citocalasina B (6pg/ml) em cada pogo.

2.5.1 — Avaliacdo da citotoxicidade e citoprotecdo do MTT

Para avaliacdo da citoprotecdo, a partir do teste do MTT, foi realizada a exposicao
como descrito no item anterior, porém concomitantemente com a DOX diluida em meio
de cultura DMEM (200 pg/mL) em todos os tratamentos.

Em seguida as etapas de semeio e exposi¢cdo, as células nos pocos foram
submetidas a 100 uL de MTT (Smg/mL) por 3 horas. Apos a retirada do MTT, foi
adicionado 100 pL de DMSO em cada pogo por 1 hora. Apds isto, foi realizada a leitura
da absorbancia em espectrofotdmetro (Epoch Biotek) pelo programa Gen5 (2003) versédo
2.03.1. A absorbancia foi convertida em sobrevivéncia (%S) através da formula:
%S=100x[(Atestado—Abranco)/ (Acontrole-Abranco)], sendo “A” a absorbancia de cada

po¢o; considerou-se como branco o pogo sem meio e células (MOSMANN, 1983).
2.5.2 — Teste do Microndcleo in vitro

Apds as etapas ja descritas, as linhagens foram tripsinizadas e transferidas para
um tubo Falcon no qual foi acrescentado solucdo hipotonica (KCI) e em seguida foi
adicionado fixador Carnoy com metanol e &cido acético (3:1). Apds centrifugado e
retirado o sobrenadante foi adicionado 1ml de fixador Carnoy e o tubo foi armazenado
para posterior analise. A avaliacdo foi feita em teste cego, sendo analisadas e
quantificadas 500 células totais para determinacéo do indice de proliferacéo do blogqueio
da citocinese (IPBC) utilizando a formula: CBPI=[M1+2(M2)+3(M3)+4(M4)]/N; sendo

de M1 a M4 o numero de celulas com 1, 2, 3 e 4 n(cleos, respectivamente, e N 0 nimero
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total de células viaveis. A contagem das células binucleadas permaneceu até que serem
contabilizadas 1000 células para a observacdo de microndcleo e determinacdo de sua
frequéncia através da formula fMN=n°®MN/1000 (FENECH, 2007).

2.6 — ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do programa Bioestat 5.0, sendo o
valor de p<0,05 considerado estatisticamente significativo. A normalidade dos dados foi
avaliada a partir do teste Kolmogorov— Smirnov e entdo foram realizados os testes de
comparagfes multiplas Tukey- ANOVA ou Kruskal-Wallis (Student-Newman-Keuls)
(AYRES, 2007).

3- RESULTADOS
3.1 - CARACTERIZACAO QUIMICA DAS AMOSTRAS
Foi observada a presenca de acidos graxos, fenois e taninos condensados em

ambos os extratos analisados. Os compostos descritos até 0 momento e suas respectivas
quantidades s&o apresentados na Tabela 1.
Tabela 1. Perfil quimico dos extratos etanolicos dos carogos de Euterpe oleracea em (unidade) obtido por

analise cromatografica. Os valores sdo expressos a partir da porcentagem (%) da area do pico do
cromatograma.

COMPOSTOS AP AB

Acido benzoico 2,47 0,00
Pirogalol 0,00 0,35

Acido para-hidroxibenzoico 0,00 1,57
Floroglucionol 24,71 24,78

Acido para-hidroximandelico 0,84 0,99
Acido vanilico 0,00 0,00

Acido azelaico 0,00 0,00
Acido 3,4-dihidroxibenzoico 15,12 15,26
Acido miristico 9,35 7,49

Acido 4-hidroxifenillatico 1,49 1,21
Acido 3,4-dihidroximandelico 0,26 1,62
Acido palmitico 12,11 12,06
Catecolactato 18,79 18,32

Acido 2,6-dihidroxibenzoéico 0,00 0,31
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Acido trans-9-octadecenoico 8,39 9,54
Acido estearico 6,42 6,31
(Epi) Catequina 0,05 0,19

AP :acai preto e AB: agai branco

3.2— AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante observada a partir da captura de radicais livres DPPH,
demonstra alto potencial, de forma dose-dependente para ambos 0s extratos, porém o acai
preto demonstrou maior atividade antioxidante sendo o ECsg deste de apenas 9,8ug/mL,

enquanto o do acai branco é de 14,47ug/mL (Figura 1).
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Figura 1. Correlacéo entre a captura de radicais livre DPPH e as concentragdes utilizadas. A) Extrato de
acai preto e seu respectivo ECso; B) Extrato de agai branco e seu respectivo ECso. Teste de regressdo linear.

3.3— AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA
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A partir do teste do MTT em 48h de exposicéo, pode-se observar que na linhagem
de adenocarcinoma gastrico (ACP02) ndo houve toxicidade para os extratos de acai preto
e branco. J& na linhagem géstrica normal (MNPO1), ocorre uma reducdo da viabilidade

na maior concentracdo (400 pg/mL) para ambos os extratos (Figura 2).
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Figura 2. Porcentagem da media da sobrevivéncia celular com seus respectivos e desvios padrao, expostas
por 48h aos extratos de carogos de acai preto e branco, concomitante a exposi¢do com doxorrubicina. A)
Células gastricas normais (MNPOQ1); B) Células de adenocarcinoma gastrico (ACP02). Teste: Tukey-
ANOVA, (p<0.05). CN: controle negativo, CP: controle positivo. 2 difere de cn e DMSO; ° difere de todos
os tratamentos ¢ difere de 50, 25, 12.5, 6.25 pg/mL, CN e DMSO.

Concentracoes (pg/ml)

3.4 — AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOPROTETORA

Na avaliacdo da atividade citoprotetora, foi observada protecédo frente aos danos
causados pela doxorrubicina nas duas linhagens celulares (ACP02 e MNP01) nas maiores
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concentragdes (200 e 400 pg/mL) para os extratos de carocos de acai branco e preto em
48h de tratamento (Figura 3).
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Figura 3. Porcentagem da média da sobrevivéncia celular com seus respectivos e desvios padrdo, expostas
por 48h aos extratos de carogos de acai preto e branco, concomitante a exposi¢do com doxorrubicina. A)
Células géstricas normais (MNPOQ1); B) Células de adenocarcinoma gastrico (ACP02). Teste: Tukey-
ANOVA, (p<0.05). CN: controle negativo, CP: controle positivo e DOX: doxorrubicina. 2difere de CN e

DMSO:; © difere de todos os tratamentos; ¢ difere de todos os tratamentos, exceto CN e DMSO, ¢ difere de
CP, 6,25 e 12,5 pg/mL.

3.5 - AVALIACAO DA ATIVIDADE GENOTOXICA

Na avaliacdo de genotoxicidade feita partir do teste do microndcleo foi possivel

observar que em MNPO1 ndo ocorreu a formacao de micronicleos e nem a alteracdo do
IPBC (Tabela 2)
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LINHAGEM CELULAR MNPO1

ACAI PRETO
TRATAMENTO fMN IPBC

CN 0,009(20,006)* 1,47(x0,03)
DMSO (0.1%) 0,003(20.001)* 1,42(x0,001)
25 pg/ml 0,006(20,001)* 1,39(0,03)
50 pg/ml 0,007(x0,001)* 1,45(0,005)

100 ug/ml 0.005(20.002)* 1.2(x0.16)
200 pg/ml 0.068(+0.06)* 1,43(x0,01)

CP 0.04(+0.009) 1,37(0,02)

ACAI BRANCO

TRATAMENTO fMN IPBC

CN 0,009(0.006)* 1,47(+0,03)
DMSO (0.1%) 0,003(0.001)* 1,42(+0,09)
25 pg/ml 0,005(0,001)* 1,42(+0,03)

50 pg/ml 0,006(0,002)* 1,39(x0,009)

100 pg/ml 0.005(0.002)* 1,46(+0,03)
200 pg/ml 0.005(+0,00)* 1,39(+0,01)

cP 0.07(+0,001) 1,37(+0,01)

Tabela 2. Frequéncia de micronucleos (fMN) e indice de proliferagdo por blogueio de citocinese (IPBC)
de células gastricas ndo neoplasicas (MNPO1) expostas ao extrato etanolico de acai preto e agai branco. Em
que CN significa controle negativo; CP significa controle positivo. *Difere de CP.

J& na linhagem de adenocarcinoma gastrico (ACP02) apenas as duas maiores
concentracdes (100 e 200 pg/ml) no tratamento com AP nédo diferiram do CP. Também
ndo ocorreu alteragdo do IPBC (Tabela 3).

LINHAGEM CELULAR ACPO02

ACAI PRETO
TRATAMENTO fMN CBPI

CN 0,01 (+0,006)* 1,33 (+0,12)
DMSO (0.1%) 0,00 (+0,001)* 1,46 (+0,04)
25 pg/ml 0,01 (+0,001)* 1,36 (0,01)

50 pg/ml 0,01 (+0,001)* 1,40 (+0,04)

100 pg/ml 0,01 (+0,004) 1,38 (+0,03)
200 pg/ml 0,02 (+0,009) 1,47 (0,03)
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CcP 0,025 (+0,007) 1,34 (0,09)
ACAI BRANCO
TRATAMENTO fMN CBPI

CN 0.011(+0.006)* 1,33(+0,12)
DMSO (0.1%) 0.005(+0.002)* 1,46(+0,04)
25 pg/ml 0,011(+0,002)* 1,41(+0,03)

50 pg/ml 0,006(+:0,001)* 1,45(+0,46)

100 pg/ml 0,001(+0,001)* 1.39(+0,06)
200 pg/ml 0,008(+:0.001)* 1,33(+0,08)

CP 0,025(0,007) 1,34(+0,09)

Tabela 3. Frequéncia de micronucleos (fMN) e indice de proliferagdo por blogueio de citocinese (IPBC)
de células de adenocarcinoma géstrico (ACP02) expostas ao extrato etandlico de acai preto e agai branco.
Em que CN significa controle negativo; CP significa controle positivo. *Difere de CP.

4 — DISCUSSAO

Ao observar a composicdo quimica dos extratos de AP e AB, é notoria a
semelhanca dos compostos presentes de forma qualitativa, o que ocorre devido serem a
mesma espécie, apenas com variacao fenotipica. Porém, a pequena varia¢ao quantitativa
de alguns constituintes pode explicar a diferenca dos resultados encontrados na agéo
antioxidante, visto que o AP é 30% mais efetivo em capturar 50% de radicais livre DPPH
guando comparado ao AB. Talvez a explicacdo para esta sutil diferenca seja a presenca
do acido benzoico no AP ausente em AB, pois uma vez que este atua como um
conservante natural (OLIVEIRA; REIS, 2017), pode ser a presenca dele no extrato tenha
mantido a atividade dos demais compostos de forma mais intensa, garantindo assim um
melhor potencial antioxidante.

Na avaliacdo da atividade citotoxica pelo MTT a viabilidade celular, nas
concentracOes testadas, é reduzida em no méaximo em 20%, inviabilizando inclusive o
calculo do ICsg. Além disso também né&o foi observada atividade genotoxica a partir do
teste do micronucleo. Esse € um dado interessante, visto que nos extratos de AP e AB foi
observada, a partir da analise por via Umida, a presenca de taninos condensados, também
conhecidos por proantocianidinas ou procianidinas, como constituinte fitoquimico e estes
exibem potencial toxico ja descrito, inclusive em analises in vitro em linhagens celulares
de cancer (YE et al., 1999; MANTENA et al., 2006). Esta classe de compostos deve estar

presente em pequenas quantidades ou atuar de forma antagbnica a outros compostos que
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inibem seu potencial toxico. Este tipo de interacéo, na qual a combinagéo de substancias
diminui a toxidez e outras reacdes adversas, aumentam a eficacia terapéutica de plantas
medicinais visto que este efeito é frequentemente descrito em preparos vegetais (VAN
VUUREN; VILJOEN, 2011).

Com relagéo a atividade citoprotetora dos extratos, acreditamos estar relacionada
ao elevado potencial antioxidante destes, devido aos compostos fendlicos estarem
presentes nos extratos dos carogos, segundo nossa avaliagdo. Constituintes como
catecolactato, catequina e acido 3,4-dihidroxibenzoico, sdo exemplos de fendis presentes
nos extratos de AP e AB, que podem atuar na captura do excesso de radicais livre
produzidos pela DOX. Estudos demostram que a DOX, possui atividade pré-oxidante
durante sua ativacdo metabolica e possivelmente também contribui para a reducdo da
capacidade antioxidante do organismo, gerando efeitos colaterais toxicos diversos quando
utilizado no tratamento do cancer (GEETHA et al., 1990; EL-MOSELHY et al., 2014;
RESENDE et al., 2006).

Diante disto, talvez a terapia a partir da combinacdo deste quimioterapico a
farmacos com intensa atividade antioxidante, inclusive a base de acai, possa atenuar 0s
efeitos gerados pelo tratamento. Esta € uma importante descoberta para a pesquisa, Visto
que os carocos de acai sdo considerados residuos agroindustriais que podem vir ser
reaproveitados para a elaboracao e suplementacao de diversos produtos. Outros estudos
ja observaram a importancia de carogos de frutos, com alto potencial antioxidante e
muitas vezes descartados (SATO et al., 2001; TEBIB et al.,, 1997; JORGE;
MALACRIDA 2008; PIENIZ et al., 2009).

Assim, sugerimos que as proximas etapas desta pesquisa sejam a partir da
avaliacdo da atividade citoprotetora destes extratos frente a outros tipos de toxicidade,
como a genotdxica e mutagénica. Desta forma poderemos compreender melhor a forma
como ocorre esta prote¢do, como por exemplo por desmutagénese, prevenindo a a¢do do
agente indutor do dano, inativando-o de forma total ou parcial, antes do contato com o
gene ou por bioantimutagénese atuando no reparo das lesdes causadas, eliminando a
mutacdo, porém apds os genes serem mutados (KADA et al., 1978; OLIVEIRA, 2009),
ou se esta interagdo ocorre por ambos 0s mecanismos de acéo.

Além disso, também devem ser realizadas analises para determinar a melhor
forma de administracdo do agente protetor se anteriormente, concomitante ou a posteriori
a exposicao ao agente danoso e, ainda concentragc6es destas misturas que atuem de forma

efetiva no combate ao cancer e na protecdo de células saudaveis, visto que células
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cancerosas sdo consideradas mais resistentes e apresentam caracteristicas unicas como a
fuga a morte celular e alteracbes do seu metabolismo a partir da modificacdo da
quantidade de mitocdndrias que levam a rearranjos nas vias metabdlicas, que fazem com
que esta avaliacdo seja mais dificultosa para encontrar 0 método de exposicédo e a
concentracdo mais eficiente e com menor viés de toxicidade (PRIESNITZ, 2012;
PINHO, 2008).

5- CONCLUSAO

Desta forma, concluimos que os extratos obtidos a partir de carocgos de agai branco
e preto possuem intensa atividade antioxidante, sendo o residuo de acai preto um pouco
mais eficaz que o do agai branco; porém sugerimos que ambos podem ser reaproveitados
para mais estudos relacionados a sua atividade bioldgica, inclusive de proteger danos
causados no organismos, devido estarmos diariamente expostos a agentes externos que
levam a excessiva formagdo de radicais livres, sendo a atividade de capturar estas
moléculas associada a preven¢do ou minimizacao de sintomas de diversas enfermidades
como o cancer, diabetes e doencas cardiovasculares.

Observamos ainda auséncia de citotoxidade e genotoxicidade nas condicbes e
concentracgdes testadas, sendo a atividade citoprotetora observada de extrema relevancia
para o trabalho, permeando o0s préximos passos do estudo por nosso grupo de pesquisa e
contribuindo com importantes informacdes para que outros pesquisadores avaliem

extratos obtidos ndo s6 da polpa do acai, mas também do seu caroco.
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3-CONCLUSAO GERAL

As principais conclusdes do presente trabalho sao:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Nas concentragdes testadas, tanto o EE quanto a FM e a RUT exibiram atividade
antioxidante, sendo EE e FM mais antioxidante quando comparado a RUT com
valor igual de EC50 de 16,7ug/mL enquanto o da RUT é de 19,5ug/mL.

Nas condigdes e concentracgdes testadas, o EE, a FM e o flavonoide isolado RUT,
ndo exibem atividade citotoxica, ou seja, ndo causam morte celular por nenhum
dos mecanismos (apoptose ou necrose).

Né&o descartamos a possibilidade de haver atividade genotdxica frente a exposicao
das linhagens celulares MNP0O1 e ACP02 ao EE e FM. Uma vez que o
interrompimento da progressao do ciclo celular, pode impedir a visualizacdo de
danos no material genético.

Acredita-se que 0s compostos presentes no EE e na FM atuam de forma sinérgica
para levar aos resultados observados.

As linhagens celulares MNPO1 e ACP02, quando expostas ao EE e a FM nas
concentragdes de 100 e 200 pg/mL interferem na dindmica do ciclo celular.

Os extratos de AP e AB exibem atividade antioxidante, sendo o AP 30% mais
eficiente em capturar 50% dos radicais livre DPPH.

Foi observada uma pequena reducdo da viabilidade celular na linhagem géstrica
normal (MNPO1) quando exposta a concentracdo de 400 pug/mL do AP e nenhum
dos extratos exibiu genotoxicidade nas concentracdes nas condicles testadas.

Os extratos de AP e AB protegem as duas linhagens celulares testadas dos danos
causados pela doxorrubicina, nas concentracbes de 200 e 400 pg/mL, tendo,
portanto, atividade citoprotetora.

4-PESPECTIVAS

O presente trabalho desperta o interesse na avaliacdo toxica de extratos obtidos a

partir de plantas ja utilizadas pela populagao, bem como a determinacédo de concentragdes

adequadas para seu bom aproveitamento pelo organismo. Contribuimos com informacgoes

relevantes que podem influenciar em outras pesquisas a partir destes vegetais e auxiliar

inclusive no desenvolvimento de produtos a partir da bioprospeccao destes.
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