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RESUMO

ESTUDOS TOXICOLOGICOS E ANTICANCER DE UMA FRA(;AO RICA EM
ACETOGENINAS DAS SEMENTES DE Annona muricata L.

O cancer € uma patologia que apresenta mais de 100 tipos diferentes e é definido como
enfermidades complexas de cardter mutacional, proliferativo, de crescimento celular
descontrolado, com potencial de invadir os tecidos e 6rgdos adjacentes, podendo migrar para
regides distantes do organismo, caracterizando a metdstase. Apesar do atual arsenal
terapéutico contra o cancer, varios tumores ainda ndo dispdem de tratamento adequado e
aproximadamente 60% das drogas disponiveis t€m origem vegetal. Nas ultimas décadas, as
acetogeninas das anondceas t€ém se destacado na busca por candidatos a farmacos
antitumorais por apresentar elevada atividade contra células tumorais. Com isso, o presente
estudo objetivou avaliar as propriedades anticincer de uma fracdo rica em acetogeninas
(FRA) obtida das sementes de Annona muricata L.. em modelos tumorais in vitro e in vivo.
Foi preparada uma fragdo rica em acetogeninas (FRA) e testada in vitro (linhagem tumoral
HCT-116) e in vivo (modelos murinos). FRA apresentou citotoxicidade seletiva frente a
c€lulas HCT-116 em comparagdo a células de linhagem ndo tumoral 1.929, usando o método
do MTT, e eritrocitos tratados com FRA ndo apresentaram hemolise (250 pg/mL). Células
HCT-116 tratadas com FRA apresentaram alteracdes do ciclo, aumentando o nimero de
células na fase GO/G1, resultando em morte celular por apoptose, detectada com o ensaio de
externalizacdo de fosfatidilserina (anexina V). Corroborando com dados da literatura, pode-se
sugerir que o mecanismo de acdo de FRA ocorra principalmente por via mitocondrial, uma
vez que o dano ao DNA e a oxidagdo proteica s6 surgem apds pelo menos 12 h de tratamento
com FRA, e que, o pré-tratamento com um agente antioxidante (GSH-OEt) apresenta potente
efeito protetor nas células tratadas. Em modelos in vivo, FRA apresentou atividade de inibi¢ao
do crescimento tumoral dose-dependente frente a Sarcoma 180 (modelo Mus musculus,
albino, linhagem Swiss) e tumor Walker 256 (modelo Rattus novergius, linhagem Wistar). Os
parametros histolégicos dos animais tratados nao apresentaram diferengas entre os grupos,
enquanto parametros bioquimicos e hematoldgicos apresentaram pequenas alteracoes.
Pontanto, os dados desses ensaios corroboram com os dados da literatura e FRA surge como
um possivel candidato a farmaco anticancer. No entanto, novos estudos sdo necessérios para
uma melhor compreensao de seus mecanismos de acao, farmacocinética e toxicidade a médio

e longo prazo.

Palavras-chave: Annona muricata, Fragdo rica em acetogeninas, Acetogeninas, Cancer.



ABSTRACT

TOXICOLOGICAL STUDIES AND ANTICANCER OF A RICA FRACTION IN
ACETOGENINS OF THE SEEDS OF Annona muricata L.

Cancer is a pathology that presents more than 100 different types and is defined as complex
diseases of a mutational, proliferative character, of uncontrolled cellular growth, with the
potential to invade the adjacent tissues and organs, being able to migrate to distant regions of
the organism, characterizing the metastasis. Despite the current therapeutic armamentarium
against cancer, several tumors still do not have adequate treatment and about 60% of the
available drugs are of vegetable origin. In recent decades, anonaceous acetogenins have been
prominent in the search for candidates for antitumor drugs because they have selective
activity against tumor cells. This study aimed to evaluate the anticancer properties of an
acetogenin rich fraction (FRA) isolated from Annona muricata L. seeds in experimental
models in vitro and in vivo. A fraction rich in acetogenins (FRA) were prepared and tested in
vitro (tumor line HCT-116) and in vivo (murine models). FRA presented selective
cytotoxicity against HCT-116 cells as compared to non-tumor cell lines 1.929 by the MTT
method, and erythrocytes treated with FRA showed no hemolysis (250 pg/mL). FRA-treated
HCT-116 cells showed cycle changes, increasing the number of cells in the GO/G1 phase,
resulting in apoptosis cell death, detected by the phosphatidylserine (annexin V)
externalization assay. Corroborating with literature data, it may be suggested that the
mechanism of action of FRA occurs mainly mitochondrial, since DNA damage and protein
oxidation only appear after at least 12 hours of FRA treatment, and that pre-treatment with an
antioxidant (GSH-OEt) has a potent protective effect on treated cells. In vivo models, FRA
showed dose-dependent tumor growth inhibitory activity against Sarcoma 180 (model Mus
musculus, albino, Swiss) and Walker 256 tumor (Rattus novergius model, Wistar). The
histological parameters of the treated animals presented no difference between the groups,
whereas biochemical and hematological parameters presented small alterations. Pontanto, data
from these trials corroborate with data from the literature and FRA appears as a possible
candidate for anticancer drug. However, further studies are needed for a better understanding

of its mechanisms of action, pharmacokinetics and toxicity in the medium and long term.

Keyword: Annona muricata L., Acetogenin rich fraction, Acetogenins, Cancer.
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1. INTRODUCAO
1.1 Cancer

O cancer € representado por um conjunto de mais de 100 doengas e é definido como
enfermidades complexas de carater mutacional, proliferativo, de crescimento celular aberrante
e descontrolado, em que células invadem os tecidos e 6rgdos adjacentes, podendo migrar para
regides distantes do organismo, evento este denominado metdstase (KUMAR et al., 2016;
INCA, 2017). Atualmente, as mortes causadas por cancer ultrapassaram as mortes causadas
por doencas cardiovasculares em paises desenvolvidos, e representam nestes, a principal
causa de morte, enquanto, em paises em desenvolvimento, representa a segunda causa de

morte (JEMAL et al., 2017).

O termo cancer tem origem no latim: “cancer”, que significa “caranguejo”, no qual,
a referida analogia deve-se ao modo de crescimento infiltrante do tumor, que pode ser
comparado as pernas do crustdceo, que as introduz na areia ou lama para se fixar e dificultar
sua remocao (ALMEIDA et al., 2005). O cancer representa doencas de dificil tratamento,
caracterizado por alteracdes genéticas e/ou epigenéticas, e apresenta caracteristicas peculiares
como crescimento desordenado de células cancerigenas e potencial invasivo (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2017). Entretanto, apesar do avanco nas pesquisas para o combate ao
cancer e o crescente acervo na terapia destas doengas, a incidéncia de cancer vem crescendo

nas ultimas décadas (BRAY, 2014).

Além disso, mudangas demograficas e epidemioldgicas globais continuas sinalizam
uma carga crescente de cancer nas proximas décadas, particularmente em paises de baixa e
média renda (LMIC), com mais de 20 milhdes de novos casos de cancer esperados

anualmente ja em 2025 (BRAY, 2014).

1.2 Epidemiologia

Estimou-se que em 2012, ocorreram 14,1 milhdes de casos novos de cancer e 8,2
milhdes de 6bitos. Houve um discreto predominio do sexo masculino tanto na incidéncia
(53%) quanto na mortalidade (57%). De modo geral, as maiores taxas de incidéncia foram
observadas nos paises desenvolvidos na América do Norte, Europa Ocidental, Japao, Coreia

do Sul, Australia e Nova Zelandia. Taxas intermediarias sdo vistas na América do Sul e
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Central, no Leste Europeu e em grande parte do Sudeste Asidtico, incluindo a China. As
menores taxas sdo vistas em grande parte da Africa e no Sul e Oeste da Asia, incluindo a
India. Enquanto, nos paises desenvolvidos, predominam os tipos de cincer associados 2
urbanizacdo e ao desenvolvimento (pulmao, prdstata, mama feminina, célon e reto), nos
paises de baixo e médio desenvolvimento, ainda € alta a ocorréncia de tipos de cancer
associados a infec¢des (colo do ttero, estdmago, esdfago, figado). Além disso, apesar da
baixa incidéncia em paises africanos e no sul e oeste da Asia, a mortalidade nesses paises

representa quase 80% dos 6bitos de cancer no mundo (FERLAY et al., 2015).

Os tipos de cancer mais incidentes no mundo em 2012 foram pulmao (1,8 milhdo),
mama (1,7 milhdo), intestino (1,4 milhdo) e préstata (1,1 milhdo). Nos homens, os mais
frequentes foram pulmao (16,7%), prostata (15,0%), intestino (10,0%), estdmago (8,5%) e
figado (7,5%). Em mulheres, as maiores frequéncias foram encontradas na mama (25,2%),
intestino (9,2%), pulmao (8,7%), colo do ttero (7,9%) e estdomago (4,8%) (FERLAY et al.,
2015). No Brasil, estimou-se que nesse mesmo periodo, surgiram cerca de 520 mil novos
casos de cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma, que representa a maior incidéncia
para ambos os sexos (134 mil casos novos), seguido de prostata (60 mil), mama feminina (53
mil), célon e reto (30 mil), pulmdo (27 mil), estbmago (20 mil) e colo do utero (18 mil)

(INCA, 2012).

Nessa mesma perspectiva, estima-se, para o Brasil, no biénio 2018-2019, a
ocorréncia de 600 mil casos novos de cancer, para cada ano (Tabela 1). Excetuando-se o
cancer de pele ndo melanoma (cerca de 170 mil casos novos), ocorrerdo 430 mil casos novos
de cancer. Destes, os tipos de cancer mais frequentes serdo os canceres de prostata (68.220
casos novos) em homens, e mama (59.700) em mulheres. Além dos citados, completam a lista
dos dez tipos de cancer mais incidentes: colon e reto (intestino: 36.360), pulmdo (31.270),
estdmago (21.290), colo do ttero (16.370), cavidade oral (14.700), sistema nervoso central

(11.320), leucemias (10.800) e eso6fago (10.970) (INCA, 2017).
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Tabela 1. Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma no Brasil*

Homem Mulher
Localizacao Primaria N° Casos % Localiza¢iao Primaria N° Casos %

Prostata  68.220 31,7 Mama Feminina 57.700 29,5

Traqueia, Bronquio e Pulmao 18.740 8,7  Célon e Reto 18.980 9.4

Colon e Reto 17.380 8,1  Colo do Utero 16.370 8,1

Estomago 13.540 6,3 Traqueia, Bronquio e Pulmao 12.530 6,2

Cavidade Oral 11.200 5,2  Glandula Tiredide 8.040 4,0

Esofago 8.240 3,8 Estomago 7.750 3,8

Bexiga 6.690 3,1  Corpo do ttero 6.600 3,3

Laringe 6.390 3,0  Ovario 6.150 3,0

Leucemias 5.940 2,8  Sistema Nervoso Central 5.510 2,7

Sistema Nervoso Central 5.810 2,7  Leucemias 4.860 2,4

*Numeros arredondados para multiplos de 10.
Fonte: INCA (2017).

A incidéncia de cincer no Brasil difere do padrio internacional citado por Ferlay (et
al., 2015), que correlaciona uma maior ocorréncia de tipos de cincer associados a infeccoes,
como colo do utero, estdbmago, esdfago e figado a paises de baixo e médio desenvolvimento,
como dos demais paises da América do Sul. Pois, segundo os dados do Instituto Nacional do
Cancer - INCA (2017) (Tabela 1), o cancer de figado sequer aparece entre os 10 mais
ocorrentes em ambos 0s sexos, enquanto que o de esdfago aparece apenas na sexta posi¢ao do
sexo masculino (ausente entre os 10 em mulheres), o de estdomago, representa 6° e 4° colocado
respectivamente para mulheres e homens, enquanto que o cancer de colon uterino, aparece em

sétima posicdo do tipo de cancer de maior ocorréncia.

A distribui¢do da incidéncia de cancer por regides do Brasil, mostra que o Norte e o
Nordeste apesar de apresentarem os canceres de préstata e de mama como os principais,
surgem como incidéncias de relevantes impactos os canceres de colon do ttero e o de
estdbmago. Para o Nordeste, a estimativa para este biénio é de 15.820, 3.140 e 2.920 novos
casos de cancer de prostata, de estomago e de traqueia, bronquios e pulmdo respectivamente
para homens e, 11.860, 6.030 e 2.800 novos casos de cancer de mama, de colo e reto e colo do

utero respectivamente para mulheres (Tabela 2) (INCA, 2017).
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Tabela 2. Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma na regido Nordeste do Brasil*

Homem Mulher

Localizacao Primaria N°Casos %  Localizacao Primaria N°Casos %
Préstata 15.820 26,9 Mama Feminina 11.860 20,3
Estomago 3.140 5,3 Colon e Reto 6.030 10,3

Traqueia, Bronquio e Pulmao 2.920 5,0 Colo do Utero 2.800 4.8
Coélon e Reto 2.260 3,8 Traqueia, Bronquio e Pulmao 2.310 3,9

Cavidade Oral 1.890 3,2 Glandula Tiredide 2.220 3,8

Laringe 1.550 2,6 Estomago 2.110 3,6

Esofago 1.460 2,5 Corpo do ttero 1.480 2,5

Leucemias 1.380 2,3 Ovario 1.470 2,5

Sistema Nervoso Central 1.290 2,2 Sistema Nervoso Central 1.100 1,9
Linfoma nao Hodgkin 1.000 1,7 Leucemias 1.090 1,9

*Numeros arredondados para multiplos de 10.
Fonte: INCA (2017).

Ao avaliar esse mesmo periodo no estado do Ceard, para o sexo masculino, o cancer
de prostata (2.730), o de estdmago (800) e o de traqueia, bronquios e pulmdo (600) nas
primeiras colocagdes, assim como na regido Nordeste. No sexo feminino, assim como na
regido nordeste, o cancer de mama aparece como o tipo de maior incidéncia (2.200), enquanto
que o cancer do colo do utero aperece em segundo, com 990 novos casos e 0s tipos “traqueia,
bronquios € pulmio” surgem como o terceiro de maior incidéncia com 540 novos casos

(Tabela 3) (INCA, 2017).

Tabela 3. Distribui¢io proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma no estado do Ceard, Brasil*

Homem Mulher
Localizacdo Primaria N° Casos %  Localizacdo Primaria N°Casos %
Préstata 2.730 Mama Feminina 2.200
Estomago 800 Colo do Utero 990
Traqueia, Bronquio e Pulmao 600 Traqueia, Bronquio e Pulmao 540
Célon e Reto 440 Estomago 520
Esofago 320 Colon e Reto 500
Laringe 310 Glandula Tireoide 490
Cavidade Oral Esofago 290 Ovario 280
Leucemias 260 Corpo do Utero 240
Sistema Nervoso Central 240 Sistema Nervoso Central 200
Bexiga 130 Leucemias 200

*Numeros arredondados para multiplos de 10.
Fonte: INCA (2017).
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1.3 Carcinogénese

A carcinogénese € um processo que acontece lentamente, podendo levar varios anos
para que uma célula cancerosa origine um tumor detectdvel (como € o caso do cancer
colorretal, que pode levar de cinco a quinze anos para seu desenvolvimento). A formagao do
cancer ocorre em 3 estigios: 1 - iniciagdo, 2 - promocao e 3 - progressdo. No primeiro estigio
(iniciagdo), agentes carcinogénicos causam mutagdes no material genético, que ainda ndo sio
detectdveis; no segundo estdgio (promogdo), o continuo contato com carcindgenos promove a
formacdo de células malignas e, terceiro estdgio (progressdo), caracterizado por multiplicacdo

descontrolada, evolui até o surgimento das manifestacdes clinicas (ALMEIDA et al., 2005).

O processo de transformacdes que origina a célula tumoral, é representado por
diferentes agressdes que atuam continuamente nas células, levando a alteracOes
transformadoras na (epi) genética, numeros cromossOmicos € arranjos, € interacoes
heterotipicas que, ao longo dos avancos para a malignidade (Figura 1), passam por ciclos de
selecdo clonal evoluciondria que levam a aquisi¢do de tragos competentes para os hallmarks
do cancer (FOUAD; AANEIL 2017). Estudos constantes, estio sempre revelando novos

mecanismos de carcinogénese, assim como novas caracteristicas das células tumorais.

Figura 1. O processo de transformacao da célula tumoral

Alteracdes genéticas e epigenéticas
Aberracdes cromossémicas

>
Erros de replicacao Interacoes heterotipicas alteradas
\ Q b D 4
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Exposicao ambiental se—) O

Tracos adquiridos (Hallmarks) ‘Q : I
Oncovirus /

Malignas
Fonte: Adaptado de Fouad e Aanei (2017).

Em 2000, Hanahan e Weinberg publicaram uma revisdo de literatura, na qual
destacavam as seis principais caracteristicas do cancer (The hallmarks of cancer):
autossuficiéncia em sinais de crescimento (autonomia para crescimento), insensibilidade a
sinais anti-crescimento (crescimento continuo), evasdo da apoptose (evitando a morte por

apoptose), potencial replicativo ilimitado (proporcionando crescimento continuo),
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angiogénese sustentada (para suprir a demanda energética das células tumorais) e invasdo de

tecidos e metastase.

Dez anos depois, Lazebnik (2010) publica suas consideragdes sobre os seis
hallmarks do cancer, intitulada “What are the hallmarks of cancer?”. Nesta andlise, é posto
em questdo se hallmarks deveriam ser caracteristicas exclusivas do cancer ou ndao. No caso do
cancer, sabe-se que tumores benignos apresentam cinco das 6 principais marcas registradas
propostas por Hanahan e Weinberg (2000), excetuando-se apenas “invasdo e mestdstase”. No
entanto, até mesmo o Unico hallmark considerado exclusivo de células maliginas por
Lazebnik (2010), “invasdo e metastase”, Fouad e Aanei (2017), em seu texto de revisio,
lembram que “a capacidade de invasdo e disseminacdo” ndo sdo caracteristicas exclusivas de
células malignas, ao citarem por exemplo, a endometriose, condi¢cao benigna que ocorre entre

5 a 15% das mulheres (WILBUR et al., 2017).

No entanto, independente das criticas de Lazebnik a “The hallmarks of cancer”, em
2011, Hanahan e Weinberg publicam uma nova revisao, intitulada Hallmarks of Cancer: The
Next Generation, na qual, além dos seis hallmarks ja postulados em 2000, acrescentam outros
quatro: “reprogramacdo do metabolismo energético”, “evasio da resposta imune”,
“instabilidade e mutacdo do genoma” e “inflamagdo promotora de tumor” (Figura 2). De
acordo com os autores, os Hallmarks do cancer, constituem-se de capacidades bioldgicas
adquiridas durante o desenvolvimento de miultiplos tumores humanos. Tais caracteristicas
constituem um principio organizador para racionalizar as complexidades da doenca

neoplésica.

Diante do exposto, seis anos depois, Fouad e Aanei (2017) publicam um artigo de
revisdo intitulado Revisiting the hallmarks of cancer, no qual apresentam uma versdo de

forma mais simplificada dos hallmarks do cancer (Figura 3).
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Figura 2. Principais caracteristicas da célula tumoral por Hanahan e Weinberg (2011)
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Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg (2011).

Figura 3. Principais caracteristicas da célula tumoral por Fouad e Aanei (2017).
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1.4 Ciclo celular e cancer

O ciclo celular em células normais, é controlado de forma autonoma por uma série
complexa de vias de sinalizagcao pelas quais uma célula cresce, replica seu DNA e se divide, e
¢ operado por um conjunto de enzimas, principalmente as quinases dependentes de ciclina
(CDKs), que controlam as duas etapas fundamentais do ciclo: a replicacdo do DNA e a
segregacdo cromossOmica (RASTOGI; MISHRA, 2012, BENDRIS et al., 2015). A
desregulacdo deste ciclo é uma das alteragdes mais frequentes durante o desenvolvimento do

tumor, o que qualifica o cancer como uma doenca do ciclo celular (PARK; LEE, 2003).

As CDKs e as ciclinas sdo reguladores positivos que induzem a progressao do ciclo
celular. Para equilibrar esta acdo, os inibidores das CDKs (CKI), funcionam regulando
negativamente a progressdo do ciclo celular. Portanto, a ativagdo anormal das CDKs e a
supressdo funcional dos CKI, desregulam positivamente o ciclo celular, constituindo-se

fatores primordiais para originar o cancer (PARK; LEE, 2003).

Essas alteragdes na atividade das CDKs em diferentes fases do ciclo celular sdo
resultantes de eventos reversiveis de fosforilagdo e de sua associacao transitéria com cofatores
especificos, como ciclinas e CKIs. As ciclinas por sua vez, desempenham papel como
ativadores e agentes direcionadores em relacdo a substratos especificos, enquanto os CKIs
atuam como componentes arquitetonicos e inibitérios. A complexidade deste regulamento
resulta da existéncia de controles de pontos de checagem (checkpoints) que asseguram que
cada etapa do ciclo de divisdo celular seja concluida antes que o préximo se inicie (Figura 4).
Além disso, informagdes externas, como adesdo de célula-célula ou célula-matriz, ou
exposicao a fusos mitdticos ou agentes danificadores de DNA, geram sinais que modulam a
atividade da maquinaria celular autdbnoma através de checkpoints especificos (BENDRIS et

al., 2015).

O processo de checagem, portanto, tem mecanismos que garantem que quaisquer
erros sejam corrigidos e, caso contrdrio, as células cometem suicidio de forma sistematica sem
danificar o tecido subjacente. Ou seja, um processo de morte celular programada (apoptose).
Na célula tumoral, como resultado de mutagdes genéticas, esse processo regulatério ndo
funciona, resultando em descontrole e proliferacdo celular. Alteracdes nesses mecanismos
comumente afetam a expressio de proteinas reguladoras do ciclo celular, causando

superexpressao de ciclinas e perda de expressdao de CKIs (RASTOGI; MISHRA, 2012).
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Figura 4. Etapas do Ciclo celular
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Fonte: Adaptado de Rastogi e Mishra (2012).

1.5 Vias de morte celular e cancer

A vida dos organismos multicelulares estd diretamente interligada com a morte
celular. O equilibrio entre a diferenciacdo, a proliferacdo e a morte celular, € o responsdvel
pela manutencdo da homeostase do organismo. A morte celular programada faz parte de
muitos processos fisiologicos, como a formacdo de 6rgdos e renovagdo de tecidos epiteliais,
assim como na eliminacdo de células indesejadas e prejudiciais em alguns processos
patologicos. No entanto, em caso de estresse, injuria ou algum tipo de agressdo celular ou
tecidual, poderd ocorrer morte celular ndo programada, resultando em dano ao tecido

circunvizinho (PASPARAKIS; VANDENABEELE, 2015).

Quando ocorre mutacdes ou alguma lesdo celular que torna a células invidvel ao
organismo, as vias de morte celular s3o ativadas para impedir a propagagdo desta célula. No
caso do cancer, ocorre um desequilibrio ou desativa¢cdo no processo de morte celular, o que
possibilita a propagacdo de células tumorais. Os principais tipos de morte celular sdo
apoptose, autofagia e necrose, facilmente distinguidas por suas diferencas morfoldgicas,
bioquimicas e moleculares (Figura 5). Apoptose e necrose, invariavelmente contribuem para a
morte celular, enquanto a autofagia pode desempenhar papéis pro-sobrevivéncia ou pré-morte

(OUYANG et al., 2012).
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Figura 5. A: Caracteristicas moleculares das vias de morte celular: autofagia, apoptose e
necrose*. B: As células foram entdo coradas com Hoechst 33342 (corante nuclear) e iodeto de
propidio. As células autofdgicas, apoptéticas e necrdticas apresentaram GFP-LC3 agregacdo,
condensacao nuclear e captac¢do de iodeto de propidio, respectivamente.
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Fosfatidilserina (do inglés: Phosphatidylserine); EROs: Espécies Reativas de Oxigénio; PML: proteina
de leucemia promielocitica (do inglés: promyelocytic leukemia protein).

*Deteccdo simultinea de multiplos pardmetros relacionados a morte celular: células de osteosarcoma
U20S estdvel expressando a proteina quimera fluorescente verde (GFP)-LC3 foram mantidas em
condicdes de controle (homeostase) ou tratadas por 12 horas com 1pM de rapamicina (estimula a
autofagia) ou 1uM de estaurosporina, quer sozinha (desencadeando a apoptose), ou junto com 20uM
de Z-VAD-fmk (levando a necrose).

Fonte: Adaptado de Kepp et al. (2011).

A autofagia € um processo catabdlico evolutivamente conservado, que se inicia com
a formacdo de autofagossomos, estruturas duplamente ligadas a membrana, circundando
macromoléculas e organelas citoplasmaticas, destinadas a reciclagem (LIU et al., 2011,

OUYANG et al.,, 2012). Apresenta importante papel na regulacdo de inumeras vias de
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sinalizacdo de sobrevivéncia e morte celular, que determinam o sucesso ou fracasso do
cancer. Evidéncias substanciais demonstraram que mediadores autofagicos chave, como os
genes relacionados a autofagia (ATGs, PI3K, mTOR, p53, Bcl2 e Beclin-1), podem
desempenhar papéis cruciais na modulacdo da atividade autofdgica na inicia¢do e progressao
do cancer (LIU et al., 2013). Existem trés formas de autofagia: macroautofagia,
microautofagia e autofagia mediada por chaperonas (SHINTANI; KLIONSKY, 2004;
MIZUSHIMA et al., 2011).

A macroautofagia (autofagia propriamente dita), ¢ considerada complexa e possui
diferentes estdgios: 1 - a indu¢@o ou inicia¢do; 2 — a nucleagdo (caracterizada pela formacgao
da vesicula que serd o fagéforo); 3 — a maturag@o (ocorre o alongamento, com o crescimento
da vesicula, corresponde ao fechamento do autofagossomo); 4 - a fusao (do autossomo com o0s
lisossomos formando os autofagolisossomos); 5 - a degradacio; 6 — a reciclagem. Sendo estas
duas dltimas as fases finais. J4 na microautofagia, parte do citoplasma é sequestrado pela
membrana lisossomal. No terceiro tipo de autofagia, mediada por chaperonas, as proteinas
que possuem uma sequéncia pentapeptidica especifica que se ligam ao seu substrato alvo no
citosol, depois a um receptor na membrana lisossOmica e, na sequéncia, sao descartadas por

meio de translocacdo direta para o limen do lisossomo, onde serdo degradadas

(MIZUSHIMA et al., 2011; XIA et al., 2013; VIJAYAKURUP et al., 2014).

A apoptose por sua vez, também conhecida como morte celular programada (embora
ndo seja o unico tipo de morte celular programada), € um processo essencial para a
manutencdo do desenvolvimento dos seres vivos, sendo importante para eliminar células
supérfluas ou defeituosas. Durante a apoptose, a célula sofre alteracdes morfoldgicas
caracteristacas, como perda de aderéncia com células vizinhas e a matriz extracelular,
picnocitose (condensacdo da cromatina), fragmentacdo internucleossomica do DNA e
formacdo dos corpos apoptéticos. Diversas moléculas chaves estdo envolvidas no processo de

apoptose, que englobam desde as caspases, as proteinas antiapoptdticas e pro-apoptdticas

(GRIVICICH et al., 2007).

A indugdo do processo de apoptose pode ocorrer por duas principais vias: a via
intrinseca, que emerge a partir da mitocondria, e a via extrinseca, que € ativada por meio de

ligacdo a receptores de morte (GALLUZZI et al., 2018; WAJANT, 2002).
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A apoptose intrinseca € iniciada a partir de diversas alteracdes microambientais,
incluindo retirada do fator de crescimento, dano ao DNA, estresse do reticulo endoplasmatico,
sobrecarga de espécies reativas de oxigénio (EROs), estresse de replicacdo, alteracdes
microtubulares ou/e defeitos mitoticos (GALLUZZI et al., 2018). O controle desta via, €
realizado por pro-enzimas mitocondriais. Quando a célula é estimulada a iniciar o processo de
apoptose pelos sinais intracelulares (ou extracelulares, no caso da via extrinseca), as
membranas desta tornam-se permedveis ao citocromo c, que € liberado no citosol e, por sua
vez, recruta o Apaf-1 e a prd-caspase-9 para compor o apoptossomo, desencadeando uma

cascata de sinalizac¢do da caspase-9 e progredindo para a apoptose (OUYANG et al., 2012).

A apoptose extrinseca, € iniciada por alteragcdes do microambiente extracelular,
sendo causada principalmente por um dos dois tipos de receptores de membrana plasmatica:
(1) receptores de morte, cuja ativacdo depende da ligacdo do (s) ligante (s) cognato (s), e (2)
receptores de dependéncia, cuja ativacdo ocorre quando os niveis de seus ligandos especificos
caem abaixo de um determinado limiar (GALLUZZI et al., 2018). Tais receptores de morte
incluem: receptor de morte na superficie celular FAS (CD95 ou APO-1) e membro da
superfamilia do receptor TNF 1A (conhecido TNFRSF1A ou TNFR1), 10A (conhecido como
TNFRSF10A, TRAILR1 ou DR4) e 10B (conhecido como TNFRSF10B, TRAILR2 ou DRS)
(WAJANT, 2002; von KARSTEDT et al., 2017).

Quando o receptor Fas € ativado pelo seu ligante extracelular (Fas-L), forma-se o
complexo Fas/Fas-L, que ativa a pro caspase-8, resultando na ativagdo da pro-caspase-3
(OUYANG et al., 2012). As pro-caspases apresentam uma pequena atividade de protease, e
assim, ao entrar no complexo, sua proximidade faz com que uma clive a outra, desencadeando

uma cascata de amplificacdo proteolitica (ALBERTS et al., 2010).

A necrose por sua vez, até recentemente, era considerada o tipo de morte celular ndao
programado e ndo regulado. Porém, diversos estudos vém demonstrando que a necrose
compartilha alguns mecanismos com a apoptose, desafiando assim, o conceito de “morte nao
regulada”. No ano de 2005, o Comité de Nomenclatura em Morte Celular (NCCD, do inglés
Nomenclature Committee on Cell Death) propds o termo “Necrose regulada” para classificar

esses mecanismos “recém descobertos” (GALLUZZI et al., 2018).

A necrose regulada é, portanto, um tipo de morte celular controlada que

eventualmente apresenta extravasamento celular, granulagcdo e inchaco celular (oncose). Nos
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dltimos anos, vdrios subtipos de necrose regulada tem sido estudado: necroptose, piroptose,
parthanatos, ferroptose, autose e netose. Esses subtipos compartilham as mesmas
caracteristicas bdsicas, no entanto, os estimulos que os desencadeiam, assim como as vias
moleculares envolvidas nesses processos, sao diferentes. Sendo os dois primeiros os que

melhor representam a necrose regulada (VANDEN BERGHE et al., 2014).

A piroptose, é caracterizada por ser um tipo de morte celular inflamatoéria, induzida
por meio da ativacdo de um complexo proteico oligomérico do sistema imunoldgico inato, o
inflamassoma e por ter papel importante na defesa contra parasitas (LAMKANFI; DIXIT,
2014).

A necroptose por sua vez, é a forma mais bem caracterizada de necrose regulada e
apresenta rdpida permeabilizacio da membrana plasmdtica, fator este associado com a
liberacdo do contetdo celular e subsequente exposi¢do de padrdes moleculares associados a
danos (DAMPs) e citocinas/quimiocinas (KRYSKO et al., 2017). A sinaliza¢do necroptética
converge na montagem de uma plataforma de sinalizacdo citosélica, o necrossoma, com a
ativacdo de seu efetor, o MLKL. Os componentes-chave do necrossoma (RIPK1 e RIPK3),
atuam como intermedidrios de sinalizacio para a ativacdo de MLKL (WEBER et al., 2018).
Estudos recentes sugerem que a necroptose tem importantes funcdes na patogénese de
diversas doencas humanas (PASPARAKIS; VANDENABEELE, 2015). Tornando-se
especialmente importante em tratamentos experimentais de cancer como uma alternativa ao
desencadeamento da apoptose, uma vez que uma das caracteristicas do cancer é o bloqueio ou

a evasdo da apoptose (KRYSKO et al., 2017).

1.6 Metabolismo do cancer

O metabolismo do cancer € uma das mais antigas dreas de pesquisa em oncologia,
antecendendo por algumas décadas a descoberta de supressores tumorais e oncogenes
(DeBERARDINIS; CHANDEL, 2016). Ha quase um século atrds (década de 1920), Warburg
e colaboradores mostraram que em condi¢des aerdbicas, células tumorais metabolizam cerca
de dez vezes mais glicose (fermentacdo l4ctica) do que células sauddveis nas mesmas
condi¢des. Esse fendmeno ficou conhecido como “Efeito Warburg” (KOPPENOL et al.,

2011).


https://www.nature.com/articles/s42003-017-0007-1#auth-1
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Atualmente, estd bem estabelecido, que as atividades metabdlicas sdo alteradas em
células tumorais, e que estas, contribuem diretamente para aquisicdo de novas caracteristicas
celulares, e consequentimente, para a malignidade (DeBERARDINIS; CHANDEL, 2016). A
partir de 2011, as alteragdes metabdlicas tumurais, passaram a constituir um dos principais
marcadores do cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Sendo assim, a reprogramac¢do
metabodlica pode ser descrita como uma caracteristica emergente da biologia do tumor e um

alvo para o desenvolvimento de drogas anticancer (MOLINA et al., 2018).

Tamanha € sua relevancia, que a tumorigénese € dependente da reprogramacido do
metabolismo celular, que por sua vez, ocorre por consequéncia direta e indireta de mutacdes
oncogénicas. As células tumorais sdo capazes de conseguir nutrientes necessarios, mesmo
num ambiente pobre em nutrientes. As alteracdes nos metabdlitos intracelulares e
extracelulares que podem acompanhar a reprogramagdo metabolica associada ao cancer tém
efeitos profundos na expressdo génica, na diferenciacio celular € no microambiente tumoral

(PAVLOVA; THOMPSON, 2016).

Um grande obstdculo ao crescimento tumoral, € a perfusdo inadequada do tumor, que
muitas vezes tornam escassos, nutrientes essenciais como a glicose, os aminoacidos e o0s
lipidios. Para driblar essa dificuldade, muitas estratégias sdo usadas. As células tumorais
obtem macromoléculas do microambiente tumoral e as quebram no lisossomo, obtendo
através desse processo, substratos para a geracdo de ATP. Atualmente, quatro mecanismos
apoiam o desenvolvimento de células tumorais em ambientes pobres em nutrientes: 1 -
eliminacdo de proteinas da matriz extracelular através de integrinas; 2 - capta¢do de albumina
mediada por receptores; 3 - consumo macropinocitico de mdaltiplos componentes do
microambiente tumoral e; 4 - englobamento e degradacdo de células vivas inteiras via entosis

(FINICLE et al., 2018).

Quanto ao metabolismo da via glicolitica, esforcos extensivos para melhor
compreendé-lo, ocorrem continuamente. Por outro lado, a fosforilagao oxidativa mitocondrial,
permanece praticamente inexplorada, possivelmente, em parte, justificivel pelo fato de pouco
compreendermos os contextos dos tumores nos quais a fosfolilacdo oxidativa mitocondrial é
essencial. Atualmente, a elevacdo da glicdlise estd sendo muito explorada clinicamente
através de tomografia por emissdo de pdsitrons com 2-desoxi-2-fluoro-d-glicose (FDG-PET)
para detectar tumores metabolicamente ativos. Paralelamente, o desenvolvimento de enzimas

essenciais para o metabolismo da glicélise estd sendo testado terapeuticamente, e, relatérios
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recentes enfatizam que, além de uma forte dependéncia da glicélise, muitos tumores ou
subpopulagdes de células tumorais dependem da via de fosforilagdo oxidativa mitocondrial
para processos bioenergéticos e biossintéticos. Portanto, a reprogramacdo metabdlica tumoral
¢ um campo riquissimo para o estudo e desenvolvimento de drogas antitumorais (MOLINA et

al., 2018).

1.7 A funcio mitocondrial no metabolismo e morte celular

A funcdo bioenergética mitocondrial é quem comanda se a célula vive ou morre. Pois
as células precisam de energia para manter suas fungdes vitais e morrer de forma a ndo causar
dano ao tecido adjacente (apoptose). Na membrana interna mitocondrial (MIM) ocorrem as
reacOes redox mais importantes que convertem a energia dos nutrientes na molécula de ATP,
no processo denominado Cadeia Transportadores de Elétrons (CTE), que transporta elétrons
do NADH (ou outros substratos) para o oxigénio (respira¢do mitocondrial). A respiragdo
mitocondrial, gera um potencial transmembranico (Ay) através da membrana interna, na qual
a enzima ATP sintase fosforila o ADP, formando um ATP. A MIM € normalmente
impermedvel aos prétons e outros fons. Esta funcdo de barreira da MIM ¢é essencial para a
transducdo de energia. Portanto, quando ocorre permeabilizacio da MIM, dissipa o Ay,
ocasionando o desacoplamento do processo de respiracdo da ATP sintase, processo que
resulta na interrup¢do da producdo de ATP mitocondrial (KUSHNAREVA; NEWMEYER,
2010).

JA& a membrana externa mitocondrial (MOM, do inglés: mitochondrial outer
membrane permeabilization) é constitutivamente permedvel a pequenas moléculas, devido a
presenca de canais ndo seletivos formados por uma familia de porinas mitocondriais,
conhecidas como proteinas do canal anidonico voltagem-dependente (VDAC, do inglés:
voltage-dependent anion channel). Mas € impermedvel as proteinas, como o citocromo c, e
essa funcdo de barreira protéica é essencial para a sobrevivéncia celular. Portanto, a
permeabilizacdo da MOM (MOMP) € um evento decisivo em muitas formas de morte celular
apoptotica, uma vez que MOMP permite o escape para o citoplasma, do citocromo c e outras
proteinas apoptogénicas mitocondriais, € a consequente ativagdo da caspase e morte celular
(RICCI et al., 2004). Portanto, o processo apoptdtico, inclui passos dependentes de energia,

como sinalizacdo de quinase, formacdo do apoptossoma e ativacdo de caspases efetoras. Sob

déficit bioenergético, as células sdo desviadas para necrose. A MOMP € um evento decisivo
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na execuc¢do do processo apoptético. O déficit bioenergético induzido por MOMP, geralmente
¢ irreversivel e induz a morte celular, mesmo quando as caspases sdo inativas
(KUSHNAREVA; NEWMEYER, 2010). Pois a fun¢do bioenergética mitocondrial ao sofrer
MOMP, pode até ser temporariamente evitada se a atividade da caspase for suprimida, mas
normalmente, isso ndo € suficiente para resgatar as células da deplecdo progressiva de ATP e

perda de sobrevivéncia clonogénica (LARTIGUE et al., 2009).

Outra importante correlagdo mitocondria/morte celular, é por meio da producio de
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). As EROs mitocondriais sdo os principais indutores de
autofagia. No entanto, quando hd comprometimento crénico da funcdo mitocondrial, pode
ocorrer 0 processo de mitofagia (remocdo da mitocondria defeituosa). Esse delicado
mecanismo permite a eliminacdo da fonte de estresse oxidativo, fornecendo assim, prote¢dao

as células, dos danos oxidativos (MARINI et al., 2015).

As duas maiores fontes de EROs sdo CTE e enzima NADPH oxidases (NOX)
respectivamente (SZNARKOWSKA et al., 2017). A maioria das EROs € produzida durante a
respiracdo aerobia por elétrons liberados pela CTE na mitocondria. Quando ocorre
oxirredu¢do incompleta origina-se o anion superoxido (O2-), precursor de trés espécies
restantes: hidroxila (OH.), peréxido de hidrogénio (H20;) e peroxinitrito (OONO-)
(CRAWFORD, 2014). A segunda maior fonte de EROs celular sdao as NOX, que estdo no
citoplasma, catalisando a producdo de superéxido de O> e NADPH (ROY et al., 2015) (Figura
6).
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Figura 6. Ilustracdo da geragdo e eliminacio de espécies reativas de oxigénio (EROs)*
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*Elétrons liberados da Cadeia Transportadora de Elétrons mitocondrial (CTE-Mito) e produzidos por
NADPH oxidases (NOX) sdo as principais fontes de EROs endégenos. Quando um elétron se acopla
ao oxigénio molecular (O,), origina-se o radical livre primdrio, precursor das EROs remanescentes, o
superéxido (-O-). Na reacdo com O6xido nitrico de vida curta (-NO), o superéxido forma um
peroxinitrato altamente reativo (ONOO-) capaz de modificar a estrutura e func¢do das proteinas.
Alternativamente, a enzima superéxido dismutase (SOD) converte o superéxido em perdxido de
hidrogénio (H20,), que pode ser transformado de varias maneiras. Na presenca de fons de metais de
transi¢do como Fe?* (reacdo de Fenton) ou em reagdo com superdxido, o H,O» forma um radical
hidroxila altamente reativo (-OH) que danifica lipidios, proteinas e DNA. A enzima catalase
peroxissomal (CAT) neutraliza o HO, em 4gua e oxigé€nio. O H,O, também pode ser utilizado na
reacdo de oxidacdo da glutationa monomérica (GSH) ao dissulfeto de glutationa (GSSG) ou reducio
da tiorredoxina (TrXrq) a tiorredoxina oxidada (Trx.x) catalisada pela glutationa peroxidase (GPX) ou
peroxidases envolvidas no turnover da tiorredoxina (PRX). O pool reduzido de glutationa é restaurado
pela glutationa redutase (GR), que reduz a glutationa oxidada com o uso de NADPH. Da mesma
forma, a tiorredoxina redutase (TrxR) equilibra a quantidade de Trx reduzida pela transferéncia de
elétrons do NADPH para sitios cataliticos oxidados. Gragas aos grupos tiol nos residuos Cys, tanto a
GSH como a Trx participam na reducdo de proteinas oxidadas. Sua sintese (quantidade e velocidade
de producdo), estd sob rigido controle homeostatico, criando um sistema responsavel pela reducdo de
proteinas sensiveis ao redox no estresse oxidativo.

Niveis excessivos de EROs podem danificar gravemente a célula e induzir a morte
celular, dentre outras vias, por meio de alteracdes na permeabilidade da membrana
mitocondrial que resultam na liberagcdo de citocromo ¢ no citoplasma e indu¢cdo da morte por

apoptose (GOMEZ et al., 2016). Entretanto, niveis baixos de EROs t€ém demonstrado induzir
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a proliferacdo celular e diferenciacdo, estimulando varias vias de sinalizagdo, tais como como
fosfoinositideo-3-quinase/serina-treonina quinase (PI3K/Akt), proteinas quinases B/C
(PKB/C), ERK1/2, p38 MAPK e Janus Quinase (JNK), que contribuem para a carcinogénese
(MARENGQO et al., 2016).

Apesar de as células tumorais apresentarem niveis elevados de EROs em comparagdo
com células normais, apresentam também niveis elevados de enzimas antioxidantes e
moléculas que protegem células tumorais do dano celular induzido por EROs e morte. Assim,
parece razoavel que a prevengao do excesso de EROs em células normais pode prevenir danos
celulares, enquanto bloqueando o sistema de defesa antioxidante em células tumorais pode

promover danos celulares e induzir a morte celular (QAZI et al., 2018).

Os altos niveis intracelulares de EROs nas células tumorais levam ao crescimento e
metastase, mas também podem representar um grande risco de dano oxidativo e morte
(SZNARKOWSKA et al., 2017). Com isso, os altos niveis de EROs induzem a ativacao de
vias de defesa do tumor, como a transcricdo de Nrf2, que potencializam os mecanismos de
defesa antioxidante da célula tumoral. Além disso, a alteracdo genética da via Nrf2 prejudica
a proliferacdo e tumorigénese induzida pelo K-Ras (G12D) in vivo, indicando que a via Nrf2
representa um mediador da oncogénese anteriormente pouco apreciado (DeNICOLA et al.,
2011). E, a ativagdo da via Nrf2 permite a adaptacdo e a sobrevivéncia celular regulando a

expressao das enzimas antioxidantes, antiinflamatorias e de desintoxicacao fase II (Figura 7).

O principal regulador da atividade de Nrf2 em células € o inibidor citosélico Keapl,
responsavel por sua ubiquitinagdo e degradagdo protéica (ITOH et al., 1999). No entanto,
Nrf2 também pode ser regulado por oncogenes como o K-Ras (G12D), o B-Raf (V619E) e o
Myc (ERT2) e as proteinas antioxidantes induzem resisténcia tumoral a droga (DiNicola et
al., 2011). Diversos tipos de cancer humano, incluindo cancer de pulmao, mama, eso6fago,
ovdrio, préstata, pancreas, colo-retal, carcinoma de células escamosas de cabeca e pescocgo,
vesicula biliar e pele, superexpressam Nrf2, o que pode indicar, que realmente, as
propriedades citoprotetoras do cancer por meio da via Nrf2, sdo exploradas pelas células

tumorais de modo a promover sua sobrevivéncia (GEISMANN et al., 2014).
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Figura 7. Regulacao da via Keap1-Nrf2*
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Fonte: Adaptado de Sznarkowska et al. (2017).

*Em condicdes basais, o repressor citosélico proteina 1 associado ao ECH tipo Kelch (Keapl), uma
proteina adaptadora de substrato para Cullin 3 (Cul3)/ubiquitina ligase Rbx1, contém Nrf2 no
citoplasma e promove sua ubiquitinacdo seguida por degradacdo protéica. Na presenca de estimulo
eletrofilico e/ou oxidativo, o Nrf2 € liberado do Keapl e transloca-se para o niicleo onde recruta a
proteina Maf pequena (sMaf) e liga-se ao elemento de resposta (ARE) nas regides promotoras de seus
genes alvos, induzindo a sua expressdo. A ativacdo da via Nrf2 permite a adaptacdo e sobrevivéncia
celular regulando a expressdo de enzimas antioxidantes, antiinflamatérias e de desintoxicacdo de fase
II, como superéxido dismutase (SOD), glutationa S-transferase (GST), heme oxigenase-1 (HO-1),
NAD(P)H-quinona oxidorredutase (NQO1), UDP-glucuronosil transferase (UGT), y-glutamilcisteina
sintetase (yGCS) e bombas de efluxo como proteina 2 associada a resisténcia a miiltiplas drogas
(MRP2) e proteina de resisténcia ao cancer de mama (BCRP). Proteinas transcricionalmente
controladas por Nrf2 participam da biossintese, utilizagdo e regeneracdo de glutationa, tiorredoxina e
NADPH, resultando na restauracdo da homeostase redox celular.

1.8 Tratamento convencional

Atualmente, existem vérios tipos de tratamento para o cancer. O tratamento
convencional, no entanto, baseia-se principalmente em terapia cirurgica, radioterapia ou
quimioterapia. Outras terapias mais modernas sao: imunoterapia, terapia alvo, terapia

hormonal, transplantes de células tronco e tratamentos personalizados (ou medicina de
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precisdo). O tipo de tratamento € determinado pela equipe médica e baseado no tipo de tumor,
estdgio e regido do corpo acometida pela neoplasia. Alguns pacientes oncoldgicos, terdo
apenas um tratamento, enquanto a maioria destes serd tratada por uma combinagdo de

técnicas, como cirurgia e quimioterapia e/ou radioterapia (JEMAL et al., 2017).

A quimioterapia antineopldsica é realizada com a utilizacdo de agentes quimicos,
isolados ou em combinagdo com o objetivo de tratar tumores malignos e diferentemente da
radioterapia e da terapia cirdrgica, apresenta efeito sistémico e cada vez mais tem se tornado
uma das mais importantes e promissoras ferramentas de combate ao cancer no mundo. A
quimioterapia oncoldgica surgiu na década de 1940, quando se iniciou o uso de mostardas
nitrogenadas e inibidores de folato. A partir de entdo, houve imenso avanco no tratamento
contra o cancer, permitindo tratar diversos tipos de canceres que eram considerados fatais.
Além disso, a quimioterapia adjuvante e a terapia hormonal podem prolongar a vida e
prevenir a recorréncia da doenca apds a ressec¢do cirdrgica de diferentes tipos de neoplasias

malignas (NEUSS et al., 2013).

Paralelamente ao desenvolvimento de diversos agentes quimioterdpicos, houve
grande avanco cientifico e tecnoldgico, o que permitiu uma melhor compreensdo da biologia
celular do cancer, surgindo entdo, as drogas direcionadas ao tipo especifico de cada cancer.
No entanto, essas terapias inovadoras provavelmente ndo substituirdo os agentes citotéxicos
classicos, pelo menos num futuro préximo. Mas em associagdo, tem mostrado um sinergismo

potente entre moléculas especificas e drogas citotoxicas tradicionais (CORRIE, 2008).

1.9 Novos alvos para tratamento do cancer

Apesar do relevante avanco cientifico e tecnoldgico durante as dltimas décadas, que
pertimiu considerdvel evolugdo no tratamento do cancer, o niimero de mortes por esta doenca
ainda € assustador (INCA, 2017). O tratamento do cancer tem por objetivo a cura, € quando
esta ndo € mais possivel, objetiva-se prolongar a sobrevida do paciente e melhorar a qualidade
de vida deste. Portanto, diversas vias metabdlicas das células tumorais tém sido estudadas na

busca por novos alvos para o tratamento de neoplasias.

E, como citado anteriormente, devido a perfusdao inadequada do tumor, a célula

tumoral apresenta quatro vias alternativas para evitar a escasses de diversos nutrientes
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essenciais (1 - eliminacdo de proteinas da matriz extracelular através de integrinas; 2 -
captacdo de albumina mediada por receptores; 3 - consumo macropinocitico de multiplos
componentes do microambiente tumoral e; 4 - englobamento e degradacdo de células vivas
inteiras via entosis). Novas evidéncias sugerem que o bloqueio dessas vias isoladamente ou
em combinagdo poderia fornecer beneficios substanciais para pacientes com tumores s6lidos
incuraveis. As drogas aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA) dos EUA e vérios
agentes no desenvolvimento pré-clinico ou clinico interromperam vias individuais ou
multiplas. Estas terapias podem aumentar a extensdo e a durabilidade da inibi¢ao do
crescimento tumoral e/ou prevenir o desenvolvimento de resisténcia quando utilizadas em

combinacdo com os tratamentos existentes (FINICLE et al., 2018).

Outra linha de pesquisa que se mostra muito promissora, € a inibi¢do direta de
antioxidantes celulares ou a supressdo de vias que levam a sua producdo. Com isso, a
sensibilizacdo do tumor a quimioterapia poderd potencializar os protocolos de tratamento
atuais. O que justifica essa linha, é o fato de existir diferenca significativa entre células
normais e tumorais. Células normais sdo sensiveis a alteracdes do equilibrio redox, pois seu
crescimento e proliferacdo sdo muito dependentes das EROs. No caso das células tumorais,
estas operam sob estresse oxidativo constante e sdo muito mais sensiveis as alteracdes do
equilibrio redox. Portanto, o bloqueio dos mecanismos de antioxida¢do do tumor surge como
uma boa estratégia para o combate ao cancer. Em especial, a inibicdo da via Nrf2 (Figura 7),
parece uma abordagem muito promissora, uma vez que a Nrf2 controla a expressdo de
antioxidantes celulares cruciais, bombas de fluxo de drogas e enzimas de desintoxicagdo.
Entretanto, é importante lembrar que o efeito de induzir dano oxidativo nas células tumorais

depende da dose aplicada, do tipo de célula, da duracdo e das condicdes ambientais

(SZNARKOWSKA et al., 2017).

1.10 Desenvolvimento de drogas anticincer a partir de produtos naturais

Do arsenal quimioterdpico existente contra o cancer, a maioria (60%) dos farmacos
introduzidos nas ultimas décadas tem sua origem nos produtos naturais (COSTA-LOTUFO et
al., 2010). Entre os compostos derivados de plantas de maior relevancia no tratamento do
cancer destacam-se, os alcaloides da vinca: vincristina e vinblastina, os derivados da
camptotecina, topotecano e irinotecano, etoposido e tenoposideo, derivados da

epipodofilotoxina, paclitaxel (taxol®) e docetaxel (CRAGG; NEWMAN, 2005).
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Por outro lado, o Brasil tem a maior diversidade vegetal do mundo (LEAO et al.,
2007) e com o avango da tecnologia, o isolamento de compostos biologicamente ativos de
plantas vem fornecendo a base molecular para o desenvolvimento de muitas drogas
atualmente em uso clinico, especialmente contra o cancer e doencas infecciosas (MESQUITA
et al., 2009). Portanto, metabdlitos secundarios de plantas e seus derivados sintéticos sao

importantes fontes de drogas antitumorais.

Nesta conjuntura, a Familia vegetal Annonaceae, que é composta por cerca de 128
géneros e inclui mais de 2.300 espécies (MAAS et al., 2001), apresenta diversos compostos
com atividade anticincer, com destaque para as acetogeninas, grupo de compostos quimicos
exclusivos desta familia. A maioria das espécies de Annonaceae sdo de dreas tropicais ou

subtropicais, como exemplo, a Annona muricata (BARRETO et al., 2015).

1.11 Género Annona

Das mais de 2.300 espécies pertencentes a familia Annonaceae, mais 120 destas
pertencem ao género Annona (MAAS et al., 2001), que por sua vez, ttm sido bastante
estudado nas ultimas décadas devido a presenca de diversos grupos quimicos que apresentam
inimeras atividades bioldégicas, com destaque para as acetogeninas anondceas e os alcaloides.
As acetogeninas (ou policetideos), apresentam relevantes atividades antineoplésica,
leishmanicida, citotoxica, pesticida, vermicida, antimaldrica, imunossupressora,
antimicrobiana e até abortiva (YUAN et al., 2003; LEBOEUF et al., 1981). Enquanto que os
alcaldides isoquinolinicos, como exemplo a cherianoine (A. cherimola), o salsolinol (A.
reticulata) e glaucina (A. hypoglauca), apresentam atividades antiftingicas, antibacteriana e
ansiolitica, e tém elevada toxicidade frente a diversas linhagens de células tumorais, como
cancer de pulmio, célon e leucemia (GUINAUDEAU et al., 1988; CHEN et al., 2001;
RINALDI, 2007). No Brasil, apenas as espécies do género Annona sio de interesse comercial,

sendo a Annona muricata L., a mais importante destas (BARRETO et al., 2015).

1.11.1 Annona muricata L.

Annona muricata L. (Annonaceae), conhecida popularmente como gravioleira (em

portugués) ou soursop (inglés) é uma das espécies mais estudadas do gé€nero quanto a
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atividade citotéxica e antitumoral (BARRETO et al., 2015). Planta tropical popularmente
conhecida por seu fruto comestivel que tem alguns méritos medicinais, mas também alguns
efeitos toxicos (CORIA—TELLEZ et al., 2018). E origindria das Américas Central e do Sul,

pertencente a familia Annonaceae (Tabale 4, Figura 8).

Tabela 4. Classificacao taxondmica de Annona muricata L.

Reino Plantae
Divisao Spermatophyta
Sub-Divisdo Angiospermae
Classe Dicotyledoneae (Magnoliatae)
Ordem Ranales
Sub-Ordem Magnoliales
Familia Annonaceae
Género Annona
Espécie Annona muricata L.
Sinonimia Annona macrocarpa; Annona bonplandiana; Annona cearensis;
Guanabanus muricatus (L) M. Gémez.
Nome Cientifico Annona muricata L.
Nome Popular Gravioleira (a arvore); Graviola (o fruto).

E comumente usada na medicina popular, principalmente suas folhas, como infusio
ou liofilizadas (em cédpsulas) empregadas no combate ao diabetes, tosse, gripe, hipertensdo
(YUAN et al., 2003) e anticancer (CASSILETH, 2008). Extratos de A. muricata sao usados
para tratar o cancer em vérios paises. Estudos in vitro, demonstraram a inducdo de morte por
apoptose de varias células tumorais, enquanto ensaios in vivo inibem o crescimento de
tumores em diversos modelos animais. No entanto, os mecanismos moleculares de suas
referidas acdes anticancer e apoptéticas ainda ndo estdo devidamente exclarecidos (LIU et al.,

2016).
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Figura 8. Annona muricata. A) arvore; B) folhas; C) flor; D) fruto e E) sementes.

Fonte: Google imagens.

1.11.1.1 Metabdlitos secundarios de Annona muricata

Duzentos e doze compostos bioativos foram encontrados em A. muricata. Os
compostos predominantes sdo as acetogeninas, seguidas por alcaldides, fendis e outros
compostos. Folhas e sementes sdo os principais 6rgdos estudados, provavelmente por serem
os mais tradicionalmente utilizados na medicina popular (GAVAMUKULYA et al., 2017;
CORIA-TELLEZ et al., 2018). A atividade antitumoral dessa espécie estd relacionada com a
presenca de dois grupos de compostos quimicos, as acetogeninas anondceas, que apresentam
seletividade frente as células tumorais sem afetar significativamente as células normais
(BARRETO et al., 2015) e alcaloides (CHEN et al., 2012; CHEN et al., 2013), sendo que as
acetogeninas, frequentemente sdo apontadas como principais responsdveis pela atividade

antitumoral das anonaceas (COOTHANKANDASWAMY et al., 2010; LIAW et al., 2010).
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1.11.1.2 Acetogeninas

Acetogeninas sdo compostos derivados de dcidos graxos de cadeia longa (C35 ou
C37 e mais raramente, C39), caracterizados pela presenca de uma cadeia alifatica longa, com
a presenca de grupos hidroxilas, carbonila, acetila e um anel y-lactona terminal, originados
pela condensacdo de unidades do acetil-CoA através da rota biossintética do acilpolimalonato

(CHAMPY, 2004; GUPTA et al., 2011).

Acetogeninas sdo classificadas, com base na quantidade de anéis tetraidrofurinicos
(THF) e de suas subunidades de y-lactonas, podendo apresentar um (mono-THF) ou dois (bis-
THF, que podem ser adjacentes: lado a lado ou ndo adjacentes). Existem ainda outros dois
tipos de acetogeninas: as que ndo possuem anéis THF e as “ndo cldssicas”, que possuem anel
tetrahidropiranico. As estruturas das acetogeninas podem variar de acordo com o padrdo do
anel lactonico. Eles sdo classificados em y-lactonas substituidas, cetolactonas (cis ou trans) ou

anel hidroxilado (RUPPRECHT et al., 1990).

Segundo Gavamukulya e colaboradores (2017), mais de 120 acetogeninas foram
identificadas em extratos etandlicos, metanolicos ou outros extratos organicos de diferentes
orgdos e tecidos de A. muricata, como folhas, caules, casca, sementes, polpa e casca do fruto.
Somente das sementes ja foram isoladas 65 acetogeninas (Tabela 5). As principais
acetogeninas da A. muricata sdo anonacina (acetogenina majoritdria em A. muricata),

anonacinona, corossolona, murisolina, epoximurina e bulatacina (Figura 9).

Figura 9. Principais acetogeninas anondceas encontradas na A. muricata. A) Epoximurina A,
fruto (MELOT et al., 2009); B) Murisolina, sementes (LI et al., 2008); C) Anonacina, folhas
(BARRETO, 2014); D) Bulatacina, folhas (CHIU, 2003); E) R = H: Colossolona, folhas; R =
OH: Anonacinona, folhas (VILA-NOVA et al., 2011).
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Tabela 5. Acetogeninas encontradas nas sementes de Annona muricata L.

Acetogenina Tipo Bioatividade Referéncias
Coibina A Alali et al., 1999; Gleye et
C0¥b3na B Linear, instaura, 20H al., 2000.

Coibina C Gleye et al., 2000
Coibina D v ’
Donhexocina Linear, 60H Yu et al., 1997.
Muricatenol Linear, instaura, 4OH Li et al., 2000.
Murihexol Linear, 60H Yu et al., 1997.
Epomuricenina A Monoepéxi, insaturada NR Zafra-Polo et al., 1996;
Epoximurina ’ Melot et al., 2009.
Rolina B Monoep6xi TDRG, 2002.
Corepoxilona Diepoxi, 1 carbonila Gromek et al., 1993.
Dlep(?mu.rlcanlna A Diepoxi Zafra-Polo et al., 1996.
Epoxirolina B
Anoglaxina Mono THF, .4OH’ 1 Yang et al., 2010.
carbonila
Anomontacina Cit.otox‘ic‘idade, Liaw et al., 2002; Castillo-
inseticida. Sanchez et al., 2010.
Anomontacina cis Citotoxicidade. Liaw et al., 2002; Nakanishi
et al., 2003.
. .. Wau et al., 1995; Guadafio et
Clltr‘l’;g;‘tlicclﬁgde’ al., 2000; Jaramillo et al.,
Mono THF, 40H .. . 2000; Liaw et al., 2002;
. Antimicrobiana, ..
Anonacina Antitumoral Nakanishi et al., 2003;
o Champy et al., 2004 e 2009;
Neurotoxicidade e : P
Neurodegenerativa. Castillo-Sanchez et al.,
2010; Ko et al., 2011.
Anonacina A NR Jaramillo et al., 2000; Wu et
al., 1995.
Cis-anonacin-10-ona Citotoxicidade. Rieser et al., 1996.
Mono THF, OH, 1 Liaw et al., 2002; Nakanishi
Anonacin-10-ona carbonila. Leishmanicida et al., 2003; Champy et al.,
’ 2009; Vila-Nova et al.,
2011.
Anoreticuin-9-ona Mono THF, .3OH’ 1 Ragasa et al., 2012.
carbonila
Arianacina Citotoxicidade Alali et al., 1999.
Chang e Wu, 2001;
Corossolina Mono THF, 40H Nakani%,hi et al., 2003;
Champy et al., 2009.
Zafra-Polo et al., 1996; Liaw
Corossolona Mono THEF, .2OH’ 1 Cit'otoxici.da.lde, et al., 2002; Nakanishi et al.,
Carbonila. Leishmanicida. 2003; Champy et al., 2009;
Vila-Nova et al., 2011.
Gigantetrocina A Cit.OtOX.i C.i dade, .
Mono THF, 40OH inseticida. Alali et al., 1999.
Gigantetrocina B Citotoxicidade.
2,4 Cis
Gigantetrocinona Mono THF, 30H, NR Li et al., 2001.
Trans Cetolactona.

Gigantetrocinona
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Mono THF, 40H, 1

Gigantetronenina L NR Wu et al., 1995.
Dupla ligacao.
Goniotalamicina
Cis- Mono THF, 40H Citotoxicidade. Rieser et al., 1996.
Goniotalamicina
2,4-trans- L
isoanonacina Mono THF NR Wuetal, 1995; Lietal.,
A . 2001.

Cis-isoanonacina
2,4-trans- Mono THF, 30H, NR Li et al., 2001.
isoanonacin-10-ona Cetolactona.
Javoricina Mono THF, 40H Citotoxicidade. Rieser et al., 1996.
II\J/Flillﬁ::t:tlelzzﬁzina A Mono THE S0 Citotoxicidade Chang e Wu, 2001;

. . Mono THF, 40H ’ Nakanishi et al., 2003.
Muricatetrocina B
Muricatina A
Muricatina B Mono THF, SOH NR Zafra-Polo et al., 1996
Muricatina D NR TDRG, 2002.
Muricina A
Muricina B . .. Chang a Wu, 2001;
Muricina C Mono THF, 40H Citotoxicidade, Nakanishi et al., 2003.
Muricina D
Muricina F Mono THF, 40H, . . . )
Muricina G Insaturado Citotoxicidade. Chang e Wu; 2001.
Muricina H Mono THF, 30H Citotoxicidade. 2% €t ai{f 238025 Quispe et
Muricina I Mopo THEF, 30H, Citotoxicidade. Liaw et al., 2002; Lannuzel

insaturado. et al., 2006.
Murisolina Mono THF, 30H Citotoxicidade, ~ akanishi etal,, 2003; Yang
et al., 2010.

. . . . Zafra-Polo et al., 1996;
Solamina Citotoxicidade. Nakanishi et al., 2003.
Cis-solamina A Mono THF, 20H NR Konno et al., 2008.
Xilomaticina Citotoxicidade. Liaw et al., 2002; Nakanishi

et al., 2003.
Bulatalicina Citotoxicidade. Alali et al., 1999.
Gigantecina Bis THF ndo adjacente, Citotoxicidade. Champy et al., 2009.
Cis-esquamostatina 40H Citotoxicidade.
A Yang et al., 2010
Cis-esquamostatina  Bis THF néo adjacente, . . & v '
Citotoxicidade.
D 30H
. Bis THF adjacente, . .. Chang et al., 2003;
Anocatacina A 2OH Citotoxicidade. Nakanishi et al., 2003.
Asiminecina Citotoxicidade. Yang et al., 2010.
. . . .. Landolt et al., 1995; Wang
Bulatacina Bis THF adjacent, 30H Cﬁgh‘;’;‘;ﬁi‘f € etal, 2002; Nakanishi et al.,
) 2003; Yang et al., 2010.
Desacetiluvaricina . . NR
Isodesacetiluvaricina Bis THF adjacent, 20H NR Yang et al., 2010.
Robustocina Bis THF adjacent, 10H NR Gleye et al., 2000.
Roliniastatina 1, Citotoxicidade. Gromek et al., 1994.
Squamocina Bis THF adjacent, 30H Citotoxicidade e Guadaiio et al., 2000;
q inseticida. Nakanishi et al., 2003.

NS: ndo reportado.

Fonte: adaptado de Coria-Téllez et al. (2018).
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Quanto aos seus mecanismos de acdo, mais de trinta anos depois do isolamento e
identificacdo da primeira acetogenina (uvaricina, por JOLAD et al., 1982), ainda permanecem
incertos (McLAUGHLIN, 2008). Diversas vias moleculares t€ém sido propostas, como a
inibicilo do complexo mitocondrial I (LONDERSHAUSEN et al, 1991; ESCOBAR-
KHONDIKER et al., 2007), a geracdo do anion superdxido e do per6xido de hidrogénio
(PELICANO et al., 2004), redu¢do nos niveis de cAMPc e cGMP (CHIU et al., 2003),
inducao de parada do ciclo celular (KO et al., 2011), ou morte celular apoptética induzida por
elevacao do Ca?* citosélico (LIAW et al., 2008). Porém, Juang e colaboradores (2016)
afirmam que as atividades antitumorais apresentadas pelas acetogeninas nao estdo claras o
suficiente e que nenhum destes mecanismos sdo capazes de explicar as referidas propriedades

destas moléculas.

Nesta conjuntura, o mecanismo de citotoxicidade das acetogeninas bem mais
estabelecido, € seu potente efeito inibidor do complexo I mitocondrial (NADH: ubiquinona
oxidoredutase) da cadeia transportadora de elétrons (CTE) (Figura 10), assim como inibi¢dao
da producgdo de trifosfato de adenosina (ATP) citoplasmético (anaerobio) e os nucleotideos
relacionados (WOLVETANG et al., 1994; GUPTA et al., 2011), portanto, causam inibicao de
células tumorais principalmente por bloquear a fosforilagio oxidativa, reduzindo
significativamente o nivel de ATP, e assim, privando as células tumorais de energia (GUPTA
et al., 2011). Outro mecanismo demonstrado por Morré e colaboradores (1995), foi a inibi¢do
do complexo enzimdtico NADH oxidase, que é prevalente nas membranas plasmaticas das

c€lulas tumorais.
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Figura 10. Mecanismo de inibicdo do complexo I mitocondrial (NADH: ubiquinona
oxidoredutase) da cadeia transportadora de elétrons, proposto para as acetogeninas citotdxicas
em células tumorais.
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Fonte: Barreto et al. (2015).

No entanto, além do mecanismo cldssico (inibi¢do do complexo I mitocondrial) e os
demais citados acima, diversos outros estudos indicam ainda uma grande variedade de
mecanismos de acdo de acetogeninas em células tumorais. Juang e colaboradores (2016),
demonstraram que estas moléculas aumentam a resposta ao estresse sofrido pelo reticulo

endoplasmatico, resultando no bloqueio da proliferacdo da célula tumoral.



2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

O cancer representa um conjunto de mais de cem doencas, com alta incidéncia e
elevadas taxas de mortalidade, o que o torna uma das doengas mais temidas pela populacao de
todo o mundo. Atualmente, o cincer passou a ser a primeira e segunda causa de morte em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento respectivamente. E, apesar dos avancos da
ciéncia e tecnologia que permitiram uma melhor compreensdo sobre a doenga e o
desenvolvimento de novos tratamentos e o aprimoramento dos jd existentes, estima-se que as
mortes por cancer em todo o mundo continuem aumentando, alcancando um ndmero de 13,1

milhdes de mortes e 20 milhdes de novos casos em 2025.

As ferramentas de enfrentamento a essa grave doenca, apds o diagndstico, continuam
baseados na remogdo cirdrgica, quimioterapia e/ou radioterapia (isoladamente ou associadas),
dependendo do tipo de cancer, estdgio de desenvolvimento, érgao atingido e quadro geral do
paciente. A quimioterapia por sua vez, tem efeitos sistémicos e baixo indice de seletividade,
resultando em elevados niveis de toxicidade. Portanto, o desenvolvimento de drogas mais

eficazes e mais seletivas € urgentemente necessario.

Por outro lado, diversos estudos relatam a atividade anticincer de acetogeninas
anondceas, como guanaconetinas isoladas das folhas de Annona spraguei (Annonaceae) que
apresentou atividade frente a vérias linhagens de células tumorais (CHAHBOUNE et al.,
2006), anonacina (A. muricata) contra célula MCF-7 (cancer de mama) (KO et al., 2011),
HCT-116, PC-3M, SF-295 e OVCAR-8 (BARRETO, 2014) e muricina H, muricina I, e cis-
anomontacina, cis-corossolona e anocatalina isoladas das folhas de A. muricata que
apresentaram significativa citotoxicidade in vitro contra duas linhagens de células tumorais:

hep G2 (hepatoma humano) e hep 2,2,15 (LIAW et al., 2002).

Diante deste cenario, esse estudo investigou in vitro € in vivo a atividade citotoxica e
anticancer de uma fragao rica em acetogeninas (FRA) extraida das sementes de A. muricata
devido a necessidade de estudos mais aprofundados das propriedades farmacoldgicas destes
compostos quimicos, objetivando estabelecer o potencial citotéxico e antitumoral, assim

como determinar possiveis mecanismos de acdo de compostos a base de acetogeninas.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estabelecer o potencial citotoxico e antitumoral e determinar possiveis mecanismos

de acdo de uma fracdo rica em acetogeninas a partir das sementes de Annona muricata em

modelos experimentais in vitro € in vivo.

3.2 Objetivos Especificos

v

Preparar uma fracdo rica em acetogeninas (FRA) a partir do extrato etandlico das

sementes de Annona muricata;
Avaliar a atividade antioxidante de FRA;
Avaliar a atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) de FRA;

Avaliar o efeito citotoxico da FRA frente a HCT-116 (cdlon - humano), SNB-19
(Glioblastoma) e HL-60 (Leucemia Mieloide Humana);

Determinar a Clso de FRA frente a HCT-116 e 1929 (fibroblasto pulmonar murino —

nao tumoral);
Avaliar mecanismos de a¢do de FRA frente a HCT-116 (c6lon - humano);

Determinar o potencial hemolitico de FRA em eritrécitos de camundongos albinos

(Mus musculus, linhgem: Swis);

Determinar a DLso de FRA através do método Up and Down em camundongos albinos

(Mus musculus, linhgem: Swis);

Verificar se FRA apresenta acdo genotdxica in vitro (linhagem HCT-116) e in vivo

(camundongos);

Determinar a atividade inibidora do crescimento tumoral da FRA em modelos
experimentais com camundongos albinos (Mus musculus, linhgem: Swis)

transplantados com tumor Sarcoma 180;

Avaliar os parametros bioquimicos de ratos apds administragao oral de doses repetidas

de FRA;
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v Avaliar os parimetros hematolégicos de ratos apés administragdo oral de doses

repetidas de FRA;

v" Determinar a atividade inibidora do crescimento tumoral da FRA em modelos
experimentais murinos - ratos (Rattus novergicus, linhagem Wistar) transplantados

com tumor Walker 256;

v Determinar se o tratamento com doses repetidas de FRA por sete dias causa alteracdes

comportamentais pelo modelo de Rotaroid.



4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Preparacao da Fracao Rica em Acetogeninas (FRA)

As sementes de Annona muricata foram doadas pela empresa “Fruta Boa”,

localizada no municipio de Limoeiro do Norte, Ceard, Brasil.

Sementes de A. muricata (4 kg) foram secas, trituradas e acondicionadas em etanol
96% (7 L) por 7 dias. Posteriormente concentrou-se o extrato em evaporador rotativo,
obtendo-se um material consistente e viscoso (179 g), a qual deu-se o nome de extrato
etandlico das sementes de A. muricata (EESAM). Em seguida, fez-se particdo com
cloroférmio (CHCl3, 400 mL) e dgua (400 mL) em funil de separacdo de 1.000 mL. A fracdo
aquosa foi lavada por 3 vezes com CHCI3; (400 mL) e descartada, obtendo 1.600 mL de
solucdo cloroférmica, que apds evaporar o solvente, obteve-se 123 g de EESAM fracdo

cloroférmica (EESAM[CHCI3)).

O EESAM(CHCl3) (120 g) foi misturado com 150 g de silica gel 60 (0,063 — 0,200
mm, 70 — 230 mesh) e acondicionou-se no topo de uma coluna cromatografica contendo 300
g de silica gel para fracionamento com solventes organicos de polaridade crescente — hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol, sendo acompanhado por cromatografia de camada

delgada (CCD) reveladas com reagente Kedde (Figura 11).

O reagente Kedde € preparado da seguinte forma: 5 mL de uma solucdo etandlica
recém preparada de acido 3,5-dinitro-benzoico € misturado com 5 mL de uma solucdo 2M de

NaOH.

Numa placa de cromatografia em camada delgada (CCD) € aplicada uma gota de
amostra dissolvida em cloroférmio. Deixa secar e mergulha-se numa placa de Petri contendo
a solucdo de Kedde. A formagdo de coloragdo rosa indica a presenca de acetogeninas com

anel lacténica (WAGNER; BLADT, 1996).
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Figura 11. Esquema experimental do trabalho com as etapas e metodologias adotadas para a
obtencdo da Fracdo Rica em Acetogeninas.
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4.2 Isolamento da anonacina

O isolamento de anonacina a partir de FRA, foi realizado com o auxilio de um
aparelho de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE; em inglés: High performance
liquid chromatography, HPLC) Shimadzu analitico em fase reversa, com sistema controlador
SCL-10Avp, detector SPD-10Avp UV-Vis e bomba de gradiente LC-10Atvp, sob as seguintes

condi¢des cromatograficas:

Coluna: Supelcosil LC 18 —25 cm — 10 mm — 5 pum;
Comprimento de onda: 214 nm;

Vazdo: 5 mL/min;

Tempo de retencao/corrida: 25 min;

Fase mével: 0,87/0,13 metanol para HPLC/4dgua deionizada;
Pressdo do equipamento: 198 kgf/cm?.

Concentracdo de FRA: 30 mg/mL;

AN NNV N N NN

Volume médio de injecdo: 250 pL.
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Para separar a anonacina, 600 mg de FRA foi dissolvido em 20 mL de metanol para
HPLC e em seguida, feito inje¢cdes de 250 uL. no cromatdgrafo, coletando o pico principal,
com RT de 10 min (anonacina) assim como as fragdes pré e pds anonacina para posterior
isolamento e identificacdo. Em seguida, as fracdes coletadas foram concentradas em um
evaporador rotativo e liofilizadas para obtenc@o de anonacina, cuja estrutura quimica foi

caracterizada por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN).

4.2.1 Identificacao da anonacina por RMN e fingerprint

A determinacdo estrutural da principal acetogenina encontrada e isolada de FRA foi
realizada por andlise espectroscOpica e posteriormente, por ressoniancia magnética nuclear

(RMN) de 'He 3C.

A partir dos dados de RMN, a elucidacao estrutural da molécula foi confirmada pela
Prof.? Dra. Selene Maia de Morais, da Universidade Estadual do Ceard. Para a analise de
RMN 'H e de 13C, foi utilizado cloroférmio deuterado (CDCl3) como solvente. Os espectros
de RMN foram obtidos em espectrometros Bruker modelo Avance DRX-500 operando na
frequéncia de hidrogénio a 500,13 MHz e na frequéncia do carbono 125,77 MHz em um
campo de 11.7440 Tesla, equipado com sonda dual de 5 mm, para experimentos
unidimensionais ("H, '3C). Os espectros no infravermelho foram registrados em espectrometro

da PerkinElmer, Spectrum 100 FTIR, equipado com acessorio UATR.

4.3 Ensaios de atividade antioxidante de FRA

Diversas técnicas t€m sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante in vitro
de produtos derivados de espécies vegetais, de forma a permitir uma rdpida selecdo de
substancias e/ou misturas potencialmente interessantes, na prevenc¢do de doengas cronico-
degenerativas. Dentre estes métodos destacam-se o sistema de co-oxidacdo do J-
caroteno/dcido linoléico (WETTASINGHE; SHAHIDI, 1999) e o método de sequestro de
radicais livres, tais como DPPHe - 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (BRAND-WILLIAMS et al.,
1995) e ABTS (2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-acido sulfénico) (RE et al., 1999).
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4.3.1 Meétodo do radical DPPH

Na avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de varredura do radical livre
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), foi utilizada a metodologia descrita por (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995) com pequenas modificagdes. Dissolveu-se 15 mg de FRA em 1,5
mL de metanol, a partir desta solu¢do de 10.000 pg/mL, foram preparadas as concentracdes
de 5.000, 1.000, 500, 100, 50, 10 e 5 pg/mL. Preparou-se uma solugao metanolica de DPPHe
(2,6 g de DPPH* em 100 mL de metanol), ajustado para absorbancia entre 600-700 nm em um
espectrofotometro. Em um tubo de ensaio colocou-se 0,1 mL de cada concentracdo e
adicionou-se 3,9 mL da solugdo metandlica com DPPHe. O teste foi realizado em triplicata
para cada concentracdo. Apos 1 h de descanso em ambiente escuro, foi realizada a leitura em
espectrofotometro, sendo o “branco” o metanol. As leituras foram realizadas no comprimento

de onda de 515 nm. O indice de varredura (IVso) foi calculado a partir da Equacao:

- ABS DPPH — ABS AMOSTRA
B ABS DPPH

X 100

AprppH € a absorbancia encontrada para a solucao metandlica com DPPH e Aamostra € a
absorbancia encontrada para cada nova concentracdo da amostra 250; 12,5; 25; 12.5; 2.5;
1,25; 0,25; 0,25; 0,125 pg/mL. A partir desses resultados, foi obtido a concentracdo que inibe
50% do radical DPPH (Clso) por meio da equagdo da reta que correlaciona as concentragdes e
seus respectivos indices de varredura (YEPEZ et al., 2002), através do uso do programa

estatistico Microsoft Office Excel.

O Indice de atividade antioxidante (AAI) foi calculado de acordo com Scherer e
Godoy (2009), um método de avaliacdo da capacidade antioxidante, correlacionando a
concentracdo metandlica de DPPH ([DPPH]) e a capacidade antioxidante em 50% em pg/mL
(ClIso[DPPHe¢]). A capacidade antioxidante foi avaliada por classificagdo de AAI <0,5 (fraca),
0,5 a 1,0 (moderada), 1,0 a 2,0 (forte) e > 2,0 (muito forte).

4.3.2 Meétodo antirradical ABTS (2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-acido sulfonico)

A solug¢do de ABTS™ (7 mM, 5 mL) foi misturado a 88 uL de persulfato de potédssio

(140 mM). A mistura foi homogeneizada e mantida no escuro a temperatura ambiente por 16
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h. Posteriormente, 1 mL desta solu¢do foi adicionado em 99 mL de etanol, até obtencao de

uma absorbancia de 715 a 734 nm em espectrofotometria.

A concentragdo mae foi preparada com 15 mg de FRA diluida em 1,5 mL de etanol,
obtendo a concentragcdo de 10.000 ug/mL e as outras concentracdes de 5.000 a 5 pg/mL. Em
seguida, aliquotas de 30 pL das concentragdes foram transferidas em 3,0 mL da solugdo de
ABTS para leituras das absorbancias em 734 nm por espectrofotometria apds decorrido 6 min
(RE et al., 1999). O indice de varredura (IV%) de cada concentragao foi calculado mediante a

equacdo do item 4.4.1.

A partir desses resultados, foi obtido a Clsp por meio de uma regressao linear com

equacgdo da reta que correlaciona as concentragdes e seus respectivos indices de varredura.

4.3.3 Ensaio por meio do sistema B-caroteno/acido linoleico

Este método de avaliacdo da atividade antioxidante foi baseado na inibicdo da reacao
de auto-oxidacdo do B-caroteno, a qual é provocada pela adi¢do de 4cido linoleico e aeracdo
do meio, levando a formacdo do agente oxidante radicalar. Nesse método, o 4cido linoleico
libera um radical livre que reage com o B-caroteno, levando-o a perder o seu croméforo e sua
coloracdo laranja original, com diminui¢do da absorbincia. Substincias antioxidantes

impedem essa reacdo por reagirem com o radical livre.

Utilizou-se o método de Wettasinghe e Shahidi (1999), onde pesou-se 1 mg de B-
caroteno e dissolveu-se em 5 mL de cloroférmio. No preparo da solu¢do de [B-caroteno
utilizou-se dgua aerada, 200 uL de Tween 40, 20 uL de 4cido linoleico e 2 mL da solucdo de
B-caroteno. Ajustou-se o espectrofotdmetro para o comprimento de onda 470 nm. Apds isso,

ajustou-se a solugdo de B-caroteno entre 0,6 e 0,7 nm.

Para a solucdo mae, pesou-se 12,5 mg de FRA e diluiu-se em 25 mL de metanol.
Apoés as concentragdes estarem feitas colocou-se a solucdo de B-caroteno em recipientes de
viddro cobertos, com as concentracdes de 19,23, 9,61, 3,84, 1,92 e 0,96 pg/mL, mais o
branco. O teste foi realizado em duplicata. Fez-se novamente a leitura no espectrofotdmetro e
colocou-se as amostras mais o branco por em banho maria 2 h. Apds esse periodo, foi feita

outra leitura. O célculo foi feito usando a férmula abaixo.
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ABS Amostra — ABS Amostra 2h
W% = 1— x 100
ABS Branco — ABS Branco 2h

Os valores encontrados foram aplicados no programa Excel para o cdlculo da Clso
dos radicais livres da solu¢do. Para comparacdo, foi usada a quercetina como padrdo nas

mesmas concentragdoes de FRA.

4.4 Potencial de inibicdo da enzima Acetilcolinesterase

O potencial de inibicio da enzima acetilcolinesterase foi realizado de forma
qualitativa e quantitativa. A atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase (AChE) foi
avaliada pelo método de Ellman et al. (1961), utilizando solu¢des de dcido 2-nitrobenzdico

(5,5°- ditiobis, reagente de Ellman’s, DTNB) e iodeto de acetilcolina (ATCI) em tampao.

4.4.1 Ensaio qualitativo de inibicao da enzima Acetilcolinesterase

Na andlise qualitativamente, foi usado o método de Ellman et al. (1961) adaptado
para cromatografia em camada fina por Rhee et al. (2001). As amostras foram aplicadas na
cromatoplaca. Apdés a evaporacdo do solvente, pulverizou-se o material (ATCI, ImM em
tampao) e o reagente de Ellman (DTNB, 1 mM em tampao). Apds 3 min borrifou-se a enzima
(3 U/mL) e em 10 min a placa desenvolveu cor amarela, com isso houve surgimento de halos
brancos em torno dos “spots” aplicados na cromatoplaca indicando a inibi¢do da enzina sendo

comparados com o padrao, o alcaloide fisostigmina.

4.4.2 Ensaio quantitativo de inibicao da enzima Acetilcolinesterase

Na andlise quantitativa, as amostras foram analisadas num leitor de microplacas Elisa
BIOTEK (modelo ELX 800 com software Gen5 V2.04.11), com base também no método de
Ellman et al. (1961) modificado por Feitosa et al. (2011). 25 pg de FRA foram diluidas em 25
pL de iodeto de acetilcolina (15 mM), 125 pL de 5,5'-ditiobis- [2-nitrobenzéico] em solugcdo
de Tris/HCI (50 nM, pH = 8 com 0,1 M NaCl e 0,02 M MgCl, 6H,O (3 mM, DTNB ou
reagente Ellman's)), solucao de 50 ul Tris/HCL (50 nM, pH = 8, com 0,1% soro de abumina
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bovina (BSA)), lidos antes e depois da adi¢do de 25 pL da enzima de acetilcolinesterase a 405

nm em Elisa BIOTEK (RHEE et al., 2001). A fisiostigmina foi usada como padrio.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos
como a média * desvio padrdo. As diferengas entre os valores foram examinadas com andlise
de variancia (ANOVA) e os resultados foram comparados usando o teste de Tukey a um nivel

de confianca de 95%. O software GraphPad Prism versao 5.01.

4.5 Origem e manutencio das linhagens celulares
4.5.1 Origem das linhagens celulares

As células utilizadas nos ensaios in vitro (de citotoxicidade e genotoxicidade) e in
vivo (antitumoral e genotoxicidade) estdo listadas quanto ao tipo histolégico, origem e fonte

nas tabelas 6 e 7 respectivamente.

Tabela 6. Células utilizadas nos ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade in vitro

Linhagem* Tipo Histolégico Origem Fonte
HL-60 Lel‘lcem}a} Humana Children’s Mercy Hospital — EUA
promielocitica
HCT-116 Carcinoma de célon Humana Children’s Mercy Hospital — EUA
SNB-19 Glioblastoma Humana National Cancer Institute — EUA
. Murina — Banco de células do Rio de Janeiro
L929 Fibroblasto pulmonar hamster (UFRJ)

*Linhagens mantidas pelo Laboratério de Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceara
usadas em ensaios in vivo.

Tabela 7. Células utilizadas nos ensaios antitumorais e genotoxicidade in vivo

Linhagem® Tipo Histolégico Origem Fonte

Laboratdrio Nacional de Oncologia

Murina — . P .
Experimental, Nicleo de Pesquisa e
Sarcoma 180 Sarcoma camundongos . .
SWiss Desenvolvimento de Medicamentos —
UFC.
Laboratdrio Nacional de Oncologia
. Murina — Experimental, Nicleo de Pesquisa e
Walker 256 Carcinossarcoma Rato Wistar  Desenvolvimento de Medicamentos —
UFC.

*Linhagens mantidas pelo Laboratério de Oncologia Experimental da Universidade Federal do Cear4,
usadas em ensaios in vivo.
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4.5.2 Manutencao das células em cultura

As linhagens celulares foram cultivadas em garrafas para cultura de células (75 cm?,
volume de 250 mL), utilizando o meio de cultura RPMI 1640 (linhagens tumorais) e DMEM
(linhagem L929), suplementado com 10% de soro bovino fetal e 1% de antibidticos
(penicilina/estreptomicina). As células foram mantidas em incubadoras com atmosfera de 5 %
de CO; a 37 °C. Diariamente foi acompanhado o crescimento celular com a utilizagdo de
microscopio de luz invertida. O meio foi trocado sempre que o crescimento celular atingia
confluéncia necessdria para renovacdo de nutrientes. Para a manutencdo de células foi
utilizada tripsina (0,25%) para que as células despregassem das paredes da garrafa (PESSOA,
2000).

4.6 Estudo da atividade citotoxica

A avaliagcdo do potencial citotéxico de FRA teste foi realizada em células tumorais
humanas e células murinas ndo tumorais através do método do MTT. Este € um ensaio
quantitativo in vitro que foi desenvolvido por Mossman (1983) para estimar a proliferacdo e
sobrevivéncia celular. E definido na literatura como apropriado para estimava de
citotoxicidade (PESSOA et al.,, 2000; COSTA-LOTUFO et al., 2004) e basea-se na
capacidade da succinato desidrogenase, uma enzima do Ciclo de Krebs que € ativa em
mitocOndrias de células vidveis, em converter o sal de tetrazdlio (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, ou MTT), que € hidrossoldvel e de cor amarelada, em
cristais de formazan, que s@o de cor azul escura. Essa técnica tem a capacidade de analisar a
viabilidade e o estado metabdlico da célula, sendo assim, bastante util para avaliar a

citotoxicidade.

4.6.1 Citotoxicidade de FRA em concentracdo unica (screening) frente a células

tumorais

As células foram plaqueadas nas concentracdes de 0,7 x 10°, 0,1 x 10° e 0,3 x 10°
céls/mL para as linhagens HCT-116, SNB-19 e HL-60 respectivamente. As placas foram
incubadas com FRA 25 pg/mL por 72 h em estufa a 5% de COz a 37 °C. Ao término deste, as

mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante removido. Em seguida, foram adicionados 150
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pL da solugdo de MTT (sal de tetrazdlio) a 5%, e as placas foram incubadas por 3 h. Apds a
incubagdo, as placas foram novamente centrifugadas para retirada da solucdo de MTT. A
absorbancia foi lida apds dissolucao do precipitado de formazan com 150 uL. de DMSO puro

em espectrofotdmetro de placa a 595 nm.

4.6.2 Estudo de citotoxicidade em células humanas tumorais e células murinas nio

tumorais — determinacio da concentracio que inibe 50% da cultura

A concentragdo de FRA que inibe 50% da cultura (Clsp) foi determinada frente as
linhagens celulares HCT-116 e (L929), utilizando o método do MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio).

Procedimento experimental

As células foram distribuidas em multiplacas de 96 cavidades nas densidades de 0,7
x 10° (HCT-116) e 0,1 x 10° células/mL (1.929). Apés 24 h de incubacdo, FRA dissolvida em
DMSO foi adicionada nas concentragdes de 0,19 a 25 ug/mL e encubadas por 24, 48 e 72 h.
A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo com concentracdes variando de 0,09 a 5
pg/mL. O controle negativo recebeu a mesma quantidade de DMSO. Apds o periodo de
incubagdo, a placa foi centrifugada (1500 rpm/15 min), e o sobrenadante descartado. Cada
cavidade recebeu 200 pL da solucio de MTT (0,5 mg/mL em meio RPMI 1640) e foi
reincubada durante 3 h, em estufa a 37 °C a 5% de CO.. Apés esse periodo, a placa foi
novamente centrifugada (3.000 rpm/10 min), o sobrenadante desprezado, e o precipitado
ressuspendido em 150 uL de DMSO. Para a quantificagdo do sal reduzido nas células vivas,
as absorbancias foram lidas com o auxilio do espectrofotometro de placa, no comprimento de

onda de 595 nm (MOSSMAN et al., 1983).
Andlise dos dados

FRA foi testada em dilui¢des seriadas, em duplicata. Os experimentos foram
analisados segundos suas médias e respectivos Erro Padrao das Médias (EPMs) e determinado
suas Clso (concentracdo inibitéria média capaz de provocar 50% do efeito maximo) e seus
respectivos intervalos de confianca (IC 95%) realizado a partir de regressdo ndo-linear

utilizando o programa Prisma versao 6.0 (GraphPad Software).
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4.7 Teste de atividade clonogénica (formacio de colonias)

A eficiéncia de plaqueamento e a fragdo de sobrevida celular foram determinadas
pelo teste convencional de formacdo de coldnias. Neste teste as células semeadas vidveis se
dividem vdérias vezes e formam colonias que sdo visiveis a olho nu. Todas as células que
formam cada uma das coldnias sdo provenientes de uma unica célula ancestral e sdo

chamadas de sobreviventes porque mantém sua integridade reprodutiva.
Procedimento experimental

As células (HCT-116 e L929) em cultura foram tratadas com FRA nas concentracdes
de 1,5, 10 e 20 pg/mL por 12 h. Apds o periodo de tratamento, as células foram semeadas em
placa de Petri de 60 mm de didmetro, contendo 100 células/placa. As placas foram incubadas
sob a atmosfera de 5% de CO2, a 37 °C por 10 dias apds o tratamento. Apos esse periodo, as
células foram lavadas com PBS, fixadas com formol a 10% por 30 min e coradas com cristal
violeta (0,2%; m/v em dgua destilada) por 15 min. O nimero de coldnias foi analisado com o
auxilio de um estéreo-microscopio sob aumento de 20x. As coldnias com menos de 50 células
foram desprezadas. Foram executados trés ensaios independentes para cada concentracdo e
cada ensaio foi realizado em triplicata. O agente alquilante metilmetanosulfonato (MMS) foi

utilizado como controle positivo na concentracdo de 4 x 10~ M dissolvido em DMSO (0,1%).

4.8 Determinacio da atividade hemolitica

Este ensaio € um método simples que permite avaliar o potencial das substancias em
causar lesdes na membrana plasmaética da célula, seja pela formacdo de poros ou pela ruptura

total (BERLINCK et al., 1996; COSTA-LOTUFO et al., 2002).
Procedimento experimental

Foi coletado sangue de trés camundongos Swiss (Mus musculus) por via orbital,
sendo diluido em 150 mL de solucdo salina (NaCl 0,85 % + CaCl, 10 mM). Os eritrécitos
foram lavados 3 vezes em solucdo salina por centrifugagdo (1500 rpm/3 min) para redugdo da
contaminagdo plasmatica e ressuspendidos em salina para obten¢do de uma suspensdo de
eritrocitos a 2%. Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos. Cada pogo da 1? fileira

recebeu 100 pl da solugdo salina. Na 2* fileira, os pogos receberam 50 pl da solugdo salina e
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50 pl do veiculo de diluicdo da substancia teste, neste caso, DMSO 10%. Aos pocos da 3*
fileira, foram adicionados 100 pl de solugdo salina e 100 pul da substincia teste (FRA). Da 4*
fileira em diante os pocos receberam 100 pl da solucdo salina, excetuando-se os da ultima
fileira, que receberam 80 ul de solugao salina e 20 ul de Triton X-100 1% (controle positivo).
As dilui¢des foram feitas da 3* a 11* cavidade, retirando-se 100 ul da solucdo da cavidade
anterior e transferindo para a seguinte de modo que as concentragdes sempre fossem diluidas
pela metade, variando de 1,56 a 200 pg/mL. Em seguida, 100 pl da suspensdo de eritrécitos
foram plaqueados em todos os pogos. Apds incubacdo por 1 h, sob agitacdo constante a
temperatura ambiente (26 = 2 °C), as amostras foram centrifugadas (5.000 rpm/3 min) e o
sobrenadante transferido para uma outra placa para a leitura da absorbancia no

espectrofotometro de placas a 540 nm.
Andlise dos dados

Os experimentos foram analisados segundos suas médias e respectivos erros padroes
da média (EPMs) e determinado suas Clso e seus respectivos IC 95% realizado a partir de

regressao ndo-linear utilizando o programa Prisma versdo 6.0 (GraphPad Software).

4.9 Determinacio da Integridade de membrana - viabilidade celular

A andlise da integridade da membrana plasmdtica € uma importante ferramenta para
estudar o tipo de morte celular, visto que apenas na necrose ela apresenta-se precocemente
alterada. O teste se baseia na capacidade do iodeto de propideo (PI), agente hidrofilico,
penetrar em célula cuja membrana esteja rompida e apds a ligacio ao DNA emitir alta
fluorescéncia quando € excitado pelo laser de argonio (488 nm). A célula com membrana
integra emite baixa fluorescéncia. Deste modo, este método permite avaliar a viabilidade
celular através da verificacdo da integridade da membrana plasmatica (MACKLIS;

MADISON, 1990).
Procedimento experimental

A determinagdo da integridade da membrana celular foi avaliada por citometria de

fluxo utilizando o PI como agente fluorogénico. A doxorrubicina (0,5 uM) ou H2O> (150 uM)
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foram usadas como controles positivo em todos os experimentos. O controle negativo foi

tratado com o veiculo (DMSO) usado para diluir a substancia.

As células HCT-116 foram plaqueadas na densidade de 0,3 x 10° células/mL com
diferentes concentracdes da FRA (1, 5, 10 e 20 ug/mL) na presenca ou auséncia de 15 mM de
glutationa-etil-éter (GSH-OEt). Uma aliquota de 50 pL foi recolhida 24 h apoés a incubagao
com FRA. As células foram diluidas com a solucdo de PI (2 pg/mL em PBS), na auséncia de
luz a 37° C, e, ap6s 5 min, analisadas por citometria de fluxo (CAVALCANTI et al., 2012).
Os ensaios foram realizados em trés experimentos independentes (ambos em triplicata).

10.000 eventos foram analisados em cada amostra.
Andlise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. de 3 experimentos. Para
verificar a ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos, os dados foram
comparados por andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Student Newman-Keuls

com a utilizagdo do programa GraphPad Prisma versdo 6.0.

4.10 Analise do ciclo celular

O ciclo celular € constituido pelas seguintes fases: G1, S, G2 e M. Durante o periodo
de crescimento celular (fase G1) uma célula dipl6ide apresenta um conteudo 2n (n — conteido
de um conjunto hapldide de cromossomos) em DNA nuclear, i.e., possui duas copias de cada
gene. Durante a fase S ocorre a duplicacdo do genoma nuclear (2-4n) e na fase seguinte (fase
G2) ocorre o segundo periodo de crescimento celular, durante o qual o conteido em DNA
nuclear ¢ mantido no nivel 4n. Em seguida ocorre a mitose (fase M, 4n) durante a qual a
cé€lula se divide, formando-se duas células filhas, cada uma com um conteido 2n em DNA.
As células que ndo se encontram em divisdao celular (GO) apresentam um contetido 2n em
DNA. Assim, as diferentes fases do ciclo celular podem ser determinadas a partir do contetido
de DNA que elas apresentam. Deste modo, o resultado da distribui¢do do conteido em DNA
nuclear de uma populacio de células pode dar-se em GO/G1, S e G2/M. Adicionalmente, o
DNA fragmentado (hipodipléide) pode ser detectado (por baixa fluorescéncia) devido a
diferencas na emissdo de fluorescéncia quando comparados ao DNA integro (SHAPIRO,

1995; CIBAS, 1995).
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Para determinacdo do conteido de DNA nuclear da célula foi utilizado o PI como
agente fluorogénico. Esse teste baseia-se na capacidade do PI se ligar ao DNA. Inicialmente a
membrana plasmadtica das células € lisada por um detergente para que o PI possa se ligar ao
nucleo. Assim, as fases do ciclo celular foram determinadas através do conteido do DNA que

elas apresentavam (SHAPIRO, 1995; CIBAS, 1995).
Procedimento experimental

Células HCT-116 foram plaqueadas em placas de 24 pocos, na concentragdo de 0,3 x
10° células/mL, e incubadas por 24 h com FRA nas concentragdes de 1, 5, 10 e 20 pg/mL na
presenca ou auséncia de 15 mM de glutationa-etil-éter (GSH-OEt). A doxorrubicina (0,5 uM)
ou H20 (150 uM) foram usadas como controles positivos. Apds o periodo de incubac¢do uma
aliquota de 50 pL da suspensdo de células foi transferida para um tubo eppendorff e incubada
por mais 30 min com 100 pL. de uma solugao de lise contendo PI (50 pg/mL), Triton X-100
(0,1%) e citrato de sédio (0,1%). Em seguida as amostras foram analisadas através do
programa Guava Express Plus (Guava Tecnologies), onde foram obtidos histogramas
representando a quantidade de células em cada fase do ciclo celular (G1, S e G2/M) e a

quantidade de células com DNA fragmentado.
Andlise dos dados

Em cada experimento foram contados 10.000 eventos. Os dados foram expressos
como a média + erro padrdo da média (E.P.M.) de tr€s experimentos independentes (n = 3).
Para verificacdo da ocorréncia de diferencgas significativas entre os diferentes grupos, os dados
foram comparados por andlise de varidncia (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com

nivel de significancia de 95% (p<0,05).

4.11 Ensaio de despolarizacio mitocondrial — Rodamina 123

A rodamina 123 € um corante fluorescente nucleofilico que, quando em contato com
a célula, é sequestrado para dentro da mitocOndria quando esta apresenta seu potencial
transmembranico inalterado, emitindo, assim, alta fluorescéncia quando atingidas pelo laser.

Alteragdes no potencial mitocondrial transmembranico levam ao efluxo da rodamina, gerando
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eventos que emitem menor fluorescéncia quando comparado com as células que possuem

mitocondrias integras (FERLINI; SCAMBIA, 2007).
Procedimento experimental

Para realizagdo do ensaio, uma aliquota de 200 pL de suspensdo de células tratadas e
ndo tratadas foi centrifugada e o pellet foi ressuspenso em 200 pL de solugdo de rodamina
123 (1 pg/mL). Apo6s 15 min de incubag@o em incubadora com 5% de CO» a 37 °C no escuro,
as amostras foram centrifugadas a 2.000 rpm por 5 min, o sobrenadante foi removido e as
células foram ressuspensas em 200 pLL de PBS e reincubadas por mais 30 min no escuro em
temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram analisadas por citometria de fluxo

(CURY-BOAVENTURA; POMPEIA; CURI, 2004).

4.12 Ensaio de externalizacao da fosfatidilserina (Anexina V)

Durante o processo apoptético, a fosfatidilserina (PS), um fosfolipideo de membrana
interna, é externalizado para a superficie da membrana celular, servindo como marcag¢do para
que a célula seja fagocitada por macréfagos (VERMES et al., 1995). A anexina V € uma
proteina cdlcio-dependente que possui uma alta afinidade por PS e, portanto, pode se ligar a

PS externalizada na célula em apoptose (KRYSKO et al., 2008).
Procedimento experimental

A deteccdo da externalizagdo da PS foi avaliada por citometria de fluxo utilizando
anexina V conjugada com fluoresceina (FITC) (Guava Nexin kit, Guava Technologies, Inc.,

Hayward, CA, EUA) e IP (indicador de células necréticas).

Células HCT-116 foram plaqueadas em placas de 24 pogos, na concentragdo de 0,3 x
10° células/mL, e incubadas por 24 h com FRA nas concentragdes de 1, 5, 10 e 20 pg/mL na
presenca ou auséncia de 15 mM de glutationa-etil-éter (GSH-OE?t). A doxorrubicina (0,5 uM)
ou H>O» (150 uM) foram usadas como controles positivos. Apds o periodo de incubacdo, uma
aliquota de 50 pL da suspensdo celular foi transferida para um tubo eppendorf, lavadas com
PBS e ressuspendidas em uma solucdo contendo anexina V-FITC e IP na auséncia de luz, a 37

°C e, ap6s 20 min, analisadas por citometria de fluxo. Os ensaios foram realizados em trés
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experimentos independentes realizados em triplicatas. 10.000 eventos foram analisados em

cada amostra.

4.13 Ensaio do cometa in vitro

O ensaio do cometa, também conhecido como single-cell gel electrophoresis
(SCGE), ¢ utilizado para deteccdo de dano genotdxico induzido por compostos quimicos.
Existem dois protocolos principais para a execucdo deste teste. A versdo alcalina, mais
utilizada por ser mais abrangente, é realizada em pH maior que 13, afim de induzir a
desnaturacdo da molécula de DNA e detectar lesdes de diversas naturezas, como quebras de
fita simples e dupla, sitios élcali-labeis, sitios de reparo por excisdo incompletos e ligacoes
cruzadas. A versdo neutra, por sua vez, é realizada em pH entre 7,0 e 8,5 para detectar apenas

quebras de fita dupla de DNA ou liga¢des cruzadas entre DNA e DNA, DNA e proteina ou
DNA e xenobiéticos (OLIVE, 1989; OSTLING; JOHANSON, 1984; SINGH et al., 1988).

Procedimento experimental

Para avaliacdo de possivel dano genotoxico induzido por FRA em células HCT-116,
foi utilizado os testes do cometa neutro e alcalino. As células HCT-116 foram plaqueadas na
concentragdo de 5 x 10* células/mL em placas de 24 pogos e, apés 24 h, foram tratadas com
FRA nas concentracdes de 5 e 10 pg/mL, sendo incubadas por 1, 3, 6, 12 e 24 h em
incubadora com 5% de COz a 37 °C. O peroxido de hidrogénio (H202; 150 uM) foi utilizado
como controle positivo, e o controle negativo foi tratado apenas com o veiculo (DMSO).
Ap6s cada periodo de incubacdo, as células foram transferidas para tubos eppendorf, que em

seguida foram centrifugados por 5 min a 1.500 rpm.
Preparo das laminas

Laminas de vidro foram previamente cobertas com agarose de ponto de fusdo normal
(Gibco) diluida a 0,5% em solucdo de PBS livre de Ca®* e Mg?* 4 temperatura de 60 °C e, em
seguida, mantidas em temperatura ambiente até completa solidificacdo. O pellet de células
tratadas e nao tratadas foi ressuspenso em 200 puL. de solugdo de agarose de baixo ponto de
fusdo (1,5%; Gibco) a 37 °C, e 100 pL foi adicionado em cada lamina pré-coberta com

agarose, sendo obtidas duas laminas de cada replicata. Para uniformizar a distribuicdo do
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material, as 1dminas foram cobertas com laminulas e mantidas a 4 °C para solidificacdo da

agarose.
Lise celular

Ap6s solidificacdo da agarose a laminula foi delicadamente removida e as laminas
imersas na solucdo de lise (5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% N-Lauroyl sarcosina;
a pH 10,0; 1% Triton X 100; 10% DMSO), protegida da luz, e deixada a baixa temperatura (4

°C) por no minimo 1 h.

Modifica¢des do ensaio do cometa alcalino foram realizadas de modo a permitir
andlises de possiveis lesdes oxidativas no DNA. Para isso, logo apds o procedimento de lise
celular, as laminas foram incubadas com diferentes endonucleases capazes de reconhecer
bases nitrogenadas (purinicas ou pirimidicas) no DNA. Cada lamina foi incubada com apenas
uma Unica enzima por vez. As endonucleases utilizadas foram: Endonuclease III (Endo III),
uma timina-glicol-DNA-glicosilase que age via excisdo de bases removendo bases pirimidicas
oxidadas, em especial timinas, no DNA e 8-hidroxiguanina glicosilase (hOGG-1) que age via

excisdo de bases removendo guaninas oxidadas no DNA.

Sucintamente, apOs a lise celular, as laminas foram lavadas por 3 vezes com soluc¢ao
tampao (40 mM HEPES, 100 mM KCI, 0,5 mM EDTA, 0,2 mg/mL BSA, pH 8,0). Apds a
lavagem, as 1aminas foram secadas em ambiente abrigado de luz e em seguida incubadas com
as enzimas Endo III (50 pL, 35 °C, 30 min) e hOGG-1 (1:500, 37 °C, 40 min) de acordo com
as recomendacdes do fabricante (New England Biolabs Inc., EUA), com pequenas

modificagdes.
Neutralizagdo e eletroforese

Ainda sobre protecdo da luz, as laminas foram imersas em uma solugcdo de
neutralizacdo (0,4 M Tris, pH 7,5) por 15 min. Em seguida, as laminas foram dispostas
horizontalmente na cuba de eletroforese que, por sua vez, foi preenchida com o tampao de
corrida alcalino a 4 °C. Apds 60 min, a eletroforese (cuba BioRad, modelo DNA Sub Cell
Gel) foi conduzida a 20 V e 300 mA (fonte Life Technologies, modelo 250) por 20 min a 4
°C. Ap6s a eletroforese, as laminas foram novamente neutralizadas por 5 min e fixadas em

etanol a 100%.
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Coloracgdo e andlise das ldminas

A coloragdo das laminas foi realizada com solug@o de brometo de etidio (Sigma) a 20
pg/mL. As laminas foram analisadas em microscopio de fluorescéncia e classificadas de
acordo com os escores previamente determinados pelo tamanho e intensidade da cauda do
cometa (Figura 12). Foram contados 100 cometas por 1amina e atribuidos, por andlise visual, a
uma das cinco categorias - sem dano (0), baixo nivel de dano (1), médio nivel de dano (2),
alto nivel de dano (3) e dano maximo (4) - que relacionam a percentagem de DNA na cauda

do cometa ao grau da lesdo sofrida pela célula (LOVELL; THOMAS; DUBOW, 1999).

Figura 12. Tipos de cometa e classificacdo por categoria de dano: O - sem dano (cauda < 5%);
1 - baixo nivel de dano (5 - 20%); 2 - médio nivel de dano (20 - 40%); 3 - alto nivel de dano
(40 —95%) e 4 - dano maximo (> 95%).

Fonte: adaptado de Lovell, Thomas e Dubow (1999).

O indice de dano (ID) fo1 obtido pela seguinte formula:

4
ZH X7
= i=0

ID

Onde n; € o nimero de células com nivel de dano i (0, 1, 2, 3 ou 4). A frequéncia de

dano (FD) representa a porcentagem de células que sofreram danos no DNA.
Andlise de dados

A andlise dos dados foi feita com base na média + erro padrao da média de dois
experimentos independentes (n=8) e para a verificacdo da ocorréncia de diferenca estatistica
entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA)
seguida por Teste de Tukey’s, com nivel de significancia de 5% (p<0,05), utilizando o

programa GraphPad Prism versao 6.0.
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4.14 Ensaio de oxidac¢ao protéica (proteinas carboniladas)

A oxidagado de proteinas intracelulares foi determinada através da quantificacdo dos
grupamentos carbonilos gerados em cadeias laterais de alguns aminodcidos, utilizando 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) (BUSS et al., 1997). Apds os tratamentos na presenga ou
auséncia de 15 mM de glutationa-etil-éter (GSH-OEt), as células foram lisadas com auxilio de
ultrassom e, posteriormente, as proteinas presentes no lisado celular foram quantificadas
através do método de Lowry (LOWRY et al., 1951). Peréxido de hidrogénio (H2O2; 150 uM)
foi utilizado como controle positivo. As amostras de proteina (500 pl; 1mg/mL) foram
incubadas com ou sem solu¢cio com DNPH durante 60 min a 37 °C no escuro.
Posteriormente, foi adicionado 1 mL de 4cido tricloroacético a 10% (4 °C) e incubado por 25
min. Logo apds, a suspensdo foi centrifugada a 5.000 rpm por 30 min (4 °C); sendo o
sobrenadante descartado. O pellet foi lavado trés vezes com etanol/acetato de etila (1:1, v/v),
ressuspendido em solu¢do tampao de 45 mM de Tris-HCI (pH 7.4) e incubado por 10 min a
37 °C. As protefnas solubilizadas no tampdo foram normalizadas pelo teor de proteina
(LOWRY et al., 1951) e a absorbancia medida com auxilio de espectrofotdometro, utilizando
comprimento de onda de 375 nm (Spectra Count, Packard, Ontario, Canada). O teor total de

proteinas carboniladas foi determinado em nmol/mg de proteina.
Andlise dos dados

A andlise dos dados foi feita com base na média + erro padrdo da média de dois
experimentos independentes (n=8) e para verificacdo da ocorréncia de diferenca estatistica
entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por andlise de variancia (ANOVA)
seguida por Teste de Tukey's multiple comparisons, com nivel de significancia de 5%

(p<0,05), utilizando o programa GraphPad Prism versao 6.0.

4.15 Animais

Os experimentos in vivo foram realizados apds aprovagdo do projeto pela Comigdo
de Etica na Utiliza¢do de Animais (CEUA) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da

Universidade Federal do Ceara, sob Protocolo CEUA 13/2017 (Anexo I).
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Nos experimentos de estudo antitumoral, foram utilizados os seguintes modelos
murinos: Camundongos (Mus musculus, linhagem: Swiss) - linhagem tumoral: Sarcoma 180 e

Ratos (Rattus novergicus, linhagem: Wistar) — linhagem tumoral: carcinosarcoma Walker

256.

Os Ratos (Rattus novergicus, linhagem Wistar) e os camundongos (Mus musculus,
linhagens Swiss) foram oriundos do Biotério Central da Universidade Federal do Ceard e
mantidos no Biotério do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM),

da Universidade Federal do Ceara.

Nos estudos de toxicidade aguda (Up-and-Down, OECD 425) e hemdlise (coleta de

eritrocitos), foram utilizados camundongos albinos linhagem Swiss (Mus musculus).

Os animais foram alojados dentro de caixas de polipropileno e grades metalicas
apropriadas em pequenos grupos do mesmo sexo € mesma linhagem (ndo excedendo 4 ou 8
ratos e camundongos respectivamente por caixa). A temperatura do local foi mantida em
cerca de 22 °C + 5 °C. A iluminagdo artificial, com uma alternancia de 12 h de luz e 12 h de
escuro. Os animais tiveram livre acesso a alimentacdo (racdo especifica) e dgua. Foram
utilizados animais adultos (fémeas para coleta de eritrécitos e machos para os demais
experimentos), jovens, sauddveis e que ndo tinham sido anteriormente submetidos a processos

experimentais.

Os animais foram identificados de forma inequivoca, e aclimatados as condigdes do
biotério durante pelo menos cinco dias. A dor e o sofrimento dos animais no decurso dos
ensaios foram minimizados de acordo com os principios éticos de experimentagdo animal
CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal). Todos os
experimentos foram realizados de acordo com os principios éticos de experimentacao animal
preconizados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Ceard

(Protocolo do CEUA: 13/2017).

4.16 Toxicidade aguda — Método Up and Down

Para o teste de toxicidade oral aguda - Up and Down (OECD 425, 1997) — utilizou-se

camundongos albinos Swiss fémeas (n=7), pesando entre 25-35g. Os animais foram mantidos
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em jejum alimentar por 2 h antes da administracio de FRA (dissolvida em DMSO 3% e

diluida em soro fisioldgico).

O programa estatistico preconizado pela OECD 425 (AOT425StatPgm), indica qual
a dose deve ser administrada ao animal seguinte de acordo com desfecho (morte ou
sobrevida) do animal anteriormente tratado com as substincias em estudo. Apds a
administracdo de cada dose, foram observados os efeitos téxicos que poderiam ser
manifestados devido a administracdo de FRA, tais como alteragdes de pélo, pele e mucosas,
comportamento, taquicardia, ptose, convulsdes, diarréia, letargia e coma nos tempos de 15,
30, 60 e 120 min e 24 h apds o tratamento. Todos os animais sobreviventes foram observados
diariamente, durante um periodo de 14 dias apdés a primeira administracdo, sendo

posteriormente sacrificados.

De acordo com os procedimentos estabelecidos pela OECD 425, a dose de partida
depende de algumas varidveis. Se a droga nao for conhecida, é recomenddvel que se utilize
como dose de partida, 175 mg/kg para o primeiro animal tratado, por via oral. Caso o animal
morra com a dose de 175 mg/kg, ao proximo animal deve ser administrado a dose de 55

mg/kg. Mas, se ele sobrevive, a dose do animal subsequente deve ser 550 mg/kg.

No caso de FRA, com base na DLso (42,5 mg/kg) de uma fracdo semelhante testada
anteriormente (dados nao mostrados), optou-se por iniciar o teste com a dose de 70 mg/kg.
Portanto, as recomendagdes do programa, de uma dose acima ou abaixo de acordo com o

desfecho do animal anterior foram seguidas.
Andlise Estatistica

Para andlise dos dados obtidos apds 24 h e 14 dias da administracio de FRA, os
mesmos foram plotados no programa AOT425StatPgm. O intervalo de confianca aceito foi de

95%.

4.17 Ensaio Antitumoral - Modelo Sarcoma 180

O sarcoma 180, ou tumor de Crocker, ¢ um tumor indiferenciado que foi descrito
pela primeira vez em camundongos em 1914. Este tumor foi encontrado na regido axilar

direita e diagnosticado na época como carcinoma, mas o tecido de origem ndo foi
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especificado, de forma que nio se sabe se era uma neoplasia cutinea ou mamadria. Estudos
posteriores demonstraram que suas células ndo produzem laminina, o que ndo permite sua
caracterizacdo como de origem epitelial. O tumor invade misculo esquelético, tecido adiposo,
nervos e vasos sanguineos (STEWART et al., 1959). O Sarcoma 180 pode ser transplantado
por inoculagdo subcutanea, intramuscular ou intraperitoneal e cresce rapidamente em 90 a
100% dos animais inoculados, havendo uma taxa de regressdo natural de 8 a 10%
(ZUCKERBERG, 1973). Apesar de seu comportamento agressivo local, esse tumor ndo
produz metéstases (KURASHIGE; MITSUHASHI, 1982).

O Sarcoma 180 tem sido utilizado no estudo da acdo de componentes quimicos,
fisicos e bioldgicos sobre o crescimento, patogé€nese, imunologia, citogenética e terapéutica
de células tumorais. A vantagem da utilizacdo de neoplasias transplantdveis, em comparacao
as demais, recai sobre o conhecimento prévio da quantidade e das caracteristicas iniciais das
células tumorais a serem inoculadas e sobre o desenvolvimento ripido da neoplasia, que

restringe o tempo de estudo (STEWART et al., 1959).

A mensuracdo da atividade antitumoral esta relacionada a regressao total de tumores
nos animais, a redu¢do no crescimento dos tumores sensiveis a0s compostos ou a0 aumento
da expectativa de vida durante o tratamento, comparado com os ndo-tratados. O tratamento
deve ser iniciado 24 h apds o transplante, pois, as células tumorais iniciam a formagdo do

nodulo tumoral antes de 48 h ap6s o transplante (SCHABEL et al., 1977).
Procedimento experimental

Para o teste de atividade antitumoral, foi utilizado o tumor sélido do tipo Sarcoma
180, com oito dias de implantacdo na regido axilar esquerda. O animal doador, foi sacrificado
por overdose anestésica (30 mg/kg de Cloridrato de Xilasina e 270 mg/kg de Cloridrato de
Cetamina), sendo realizada assepsia com dlcool iodado. Em seguida, foi retirado o liquido
ascitico da cavidade abdominal, tendo sido preparado uma suspensao de células com 4,3 mL
de ringer lactato, 0,2 mL de gentamicina (5 mg/mL) e 0,5 mL do liquido ascitico, para
posterior contagem de células. Nos animais receptores (Mus musculus, linhagem Swiss),

foram injetadas 2 x 10° céls/0,5 mL na regifo axilar esquerda.

Ap6s a inoculacdo das células tumorais, os animais foram divididos aleatoriamente

em cinco grupos de 8 animais (Experimento 1), sendo identificados e armazenados em gaiolas
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de polipropileno e grades metdlicas apropriadas em grupos de 8 camundongos por gaiola.
Vinte e quatro h apds a inoculagdo das células tumorais, iniciou-se o tratamento dos animais

da seguinte forma:

Experimento 1:
v Grupo 1: controle negativo: 0,5 mL de solugdo fisiolégica (SF) e DMSO a 3%, via oral;
v Grupo 2: controle positivo: Ciclofosfamida 25 mg/kg/dia, via intraperitoneal (0,3 mL);
v" Grupo 3: FRA (20 mg/kg/dia), DMSO (3% em SF), via oral (0,5 mL);
v" Grupo 4: FRA (30 mg/kg/dia), DMSO (3% em SF), via oral (0,5 mL);

v" Grupo 5: FRA (40 mg/kg/dia), DMSO (3% em SF), via oral (0,5 mL);

Todos os grupos foram tratados por via oral, exceto o controle positivo, que foi usada
a via intraperitoneal. Vinte e quatro horas apds o término do tratamento, os animais foram
sacrificados, sendo em seguida retirados o tumor, rins, figado, baco, estomago e pulmdes para

pesagem e andlise histologica.

O percentual de inibi¢do do crescimento tumoral (IT) foi calculado pela seguinte

férmula:

IT (%) = [(A-B)/A] x 100

Onde:
A = média dos pesos dos tumores no grupo controle.

B = média dos pesos dos tumores nos animais tratados.

Andlise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média + desvio padrdao da média, utilizando o
método estatistico de Andlise de Variancia (ANOVA) seguida do teste Tukey, com o auxilio
do programa Prism 6.0. Para todos os grupos foi considerado estatisticamente significativo

p<0,05.
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4.18 Ensaio Antitumoral — Modelo Carcinossarcoma de Walker 256

Os testes para avaliacdo da atividade antitumoral contra Carcinossarcoma de Walker
256 in vivo foram realizados utilizando ratos (Ratus novergicus Wistar) machos, pesando
entre 100 a 150 g, mantidos com dgua e alimento ad libitum. O manejo dos animais foi
realizado de acordo com os principios éticos, de forma a amenizar a0 maximo o sofrimento
dos animais. O tumor sé6lido do tipo Carcinossarcoma de Walker 256, com 8 dias de implante

foi utilizado para determinar a atividade antitumoral de FRA.

O rato doador foi sacrificado por meio de overdose anestésica (30 mg/kg de
cloridrato de xilasina e 270 mg/kg de cloridrato de ketamina). A assepsia da regido tumoral
foi feita com élcool iodado. Em seguida, foram realizadas incisdes na epiderme do animal e
posteriormente, a retirada do tumor com o auxilio de pinga e tesoura. O tumor foi colocado
em uma placa de Petri contendo solu¢do de Ringer-lactato (gentamicina 1%). Apés a retirada
das partes necrosadas, foram selecionados fragmentos tumorais de aproximadamente 2-3 mm
de diametro, sendo estes transferidos para outra placa de Petri contendo a mesma solugdo. Os
fragmentos tumorais foram triturados com tesoura, peneirados € a suspensdo restante
submetida ao teste de viabilidade celular por azul de tripan e colocado em camara de
Neubauer para avaliar a viabilidade celular e fazer a contagem celular. A suspensdo foi
diluida para a concentragiio de 1,0 x 10° células tumorais/mL e inoculado 0,5 mL por via
subcutinea na regido axilar esquerda de ratos wistar. Apos 10 dias de evolugdo, o tumor foi

retirado dos animais doadores e o procedimento acima referido repetido.
Procedimento experimental

Quatro grupos de ratos wistar foram inoculados com 0,5 x 10° células tumorais por
via subcutanea na regido axilar. Vinte e quatro horas apds a inoculacio das células tumorais,
os animais foram tratados com 20 e 40 mg/kg de FRA, 25 mg/Kg de ciclofosfamida (controle
positivo) e Tween 80 a 3% (controle negativo) durante sete dias consecutivos por via oral,
exceto o controle positivo, que foi usada a via intraperitoneal. Oito dias apds o inicio do
tratamento (D9), foi coletado sangue por via orbital dos animais para analise dos parametros
bioquimicos e hematoldgicos e ensaio de cometa e micronucleos (in vivo). Porteriormente, os
animais foram sacrificados por guilhotina e foram removidos o tumor e os 6rgdos: figado,
rins, baco, estbmago e pulmdes para pesagem e andlises histoldgicas. Os grupos foram

divididos da seguinte forma:
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Experimento 2:
v Grupo 1: Controle negativo: 0,5 mL de solugdo fisioldgica (SF) e DMSO a 3%, via oral;
v Grupo 2: Controle positivo: ciclofosfamida 25 mg/kg/dia, via intraperitoneal (0,5 mL);
v Grupo 3: FRA (20 mg/kg/dia), DMSO a 3%, via oral (0,5 mL);

v Grupo 4: FRA (40 mg/kg/dia), DMSO a 3%, via oral (0,5 mL);

O percentual de inibi¢do do crescimento tumoral foi realizado de acordo com a

férmula descrita para o Modelo Sarcoma 180.

4.19 Ensaio de coordenacio motora em Rato Wistar

Para verificar a possivel neurotoxicidade e respectiva coordenacdo motora de
animais tratados com FRA, os animais do Experimento 2, ao final do tratamento, foram

testados quanto a coordenagao motora (Rotarod) duas horas antes da eutanésia.

O protocolo utilizado consiste na avaliagdo de possiveis déficits de coordenacdo
motora através da observacdo do desempenho no rotarod apds sete dias de tratamento com
FRA. O aparelho consiste de uma haste estriada (didmetro: 3 cm) separados em quatro
compartimentos (largura: 5 cm), com 20 cm de altura a partir de quatro pranchas de
inclinag@o. Foi utilizado o equipamento rotarod (Figura 13), para avaliar a coordenacdo
motora e alteracdes de equilibrio no roedor. O protocolo utilizado foi descrito por Padovan-
Neto e colaboradores (2009). Baseia-se na habilidade de roedores em manter o equilibrio e a

caminhada em um cilindro em rotacao.



78

Figura 13. Foto do aparelho de Rotarod no qual se faz o teste de coordenagdo motora

Fonte: Google imagens.

Procedimento esperimental - Ensaio de coordenagdo motora - Rotarod

Os animais foram treinados em duas sessdes nos dois dltimos dias que antecederam a
inoculacdo do tumor e o tratamento. Os animais foram colocados sobre a haste rotativa em
condi¢des de aceleracdo 16-38 rpm durante 300 s em cada sessdo. No dia do teste foram
realizados dois testes com intervalo de 120 min entre eles e foi registrado o tempo (laténcia)
que o animal foi capaz de andar sobre a haste em rotacdo constante (20 rpm) antes da queda
(tempo maximo: 120 s). Apds a queda ou 120 s, os animais foram removidos do aparelho e

colocados em suas caixas para descanso.

4.20 Parametros toxicolégicos avaliados nos ensaios com modelos murinos
4.20.1 Avaliaciao dos parametros bioquimicos

Foram avaliados possiveis danos hepaticos e renais. A alanina transaminase (ALT),
também chamada transaminase glutamica pirdvica sérica (SGPT ou TGP) ou alanina
aminotransferase (ALAT), € uma enzima presente nos mamiferos, encontrada principalmente
nos hepatdcitos. Quando uma célula € danificada, ela libera esta enzima no sangue. A ALT

aumenta drasticamente em lesdes hepaticas agudas. A aspartato transaminase (AST), também
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chamada de transaminase glutdmica oxalacética sérica (SGOT ou TGO) ou aspartato
aminotransferase (ASAT) € similar a ALT de modo que € outra enzima associada as células
parenquimais do figado. Estd aumentada na lesdo hepdtica aguda, mas também estd presente
nas hemadcias e musculos esqueléticos e cardiacos, ndo sendo entdo uma enzima especifica do

figado (GAW et al., 2004).

Como parametro da fungdo renal, foi avaliada a concentracdo de treia plasmatica,
uma substancia que provém dos alimentos que contém proteinas e que devem ser quase
totalmente eliminada do organismo através da urina. Quando os rins estdo com a sua fun¢ao
de filtracdo prejudicada, a uréia fica acumulada no sangue, provocando alteragdes em vdrios

orgdos, estabelecendo a uremia (GAW et al., 2004).

A creatinina € utilizada como indice de fun¢do renal devido a constancia da formagao
e excrecao da creatinina. A avaliacdo inicial da funcdo renal na pratica clinica didria costuma
ser realizada através da dosagem de creatinina plasmdtica (CrP). A concentracdo sérica e
excre¢do de creatinina urindria estdo aumentadas significantemente pela necrose muscular
esquelética, miastenia grave e fome. Como também, em hipertiroidismo e acidose diabética.
Por ocasido de ter independéncia a fatores como dieta (ingestdo de proteina), grau de
hidratacdo e do metabolismo de proteinas, a creatinina plasmatica € um indice de funcao renal

mais confidvel do que a uréia (LOPES, 1998; BURMEISTER et al., 2007).

Para avaliar os parametros bioquimicos, sangue periférico foi coletado através do
plexo orbital, em tubos heparinizados, onde o plasma foi utilizado para avaliar a fun¢do renal
e danos hepdticos. Para investigacdo de dano hepatico foram determinados os niveis séricos
das transaminases: aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). Para
tanto, utilizaram-se kits da LABTEST® sistemas para diagnostico. A funcdo renal foi avaliada
pelos pardmetros séricos cldssicos da integridade renal: a uréia e a creatinina. Para tanto,

também foi utilizado o kit da LABTEST® sistemas para diagnostico.
Andlise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. dos animais testados. Para
verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos, os dados
foram comparados por andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey com a

utilizacdo do programa GraphPad Prisma versdo 6.0.
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4.20.2 Avaliacao dos parametros hematolégicos

A andlise dos parimetros hematoldgicos consta de uma série de provas que
possibilitam detectar anormalidades que se apresentam em certos fendmenos fisiopatolégicos
importantes nos animais € no homem e que se refletem no sangue (LORENZI, 2006). Foram
realizados: dosagem de hemoglobina e contagem de plaquetas e leucdcitos realizada em
hemocitdometro. A contagem diferencial leucocitdria foi realizada por meio de esfregacos
sanguineos e foram determinados valores relativos e absolutos de linfécitos, neutrdfilos,
eosindfilos, mondcitos e basofilos. O sangue foi coletado por meio do plexo orbital dos

animais dos grupos tratados para estas andlises.
Andlise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. dos animais. Para verificacio
da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos, os dados foram
comparados por andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey com a utilizagcdo

do programa GraphPad Prisma versdo 6.0.

4.21 Analise histopatologica

A técnica de coloracdo hematoxilina e eosina (H/E) permite diferenciar o citoplasma
do nicleo, possibilitando, assim, a andlise de algumas estruturas celulares. A anélise
morfoldgica e histopatoldgica de tecidos de animais tratados permite identificar alteracdes que
possam estar ocorrendo e fornecer subsidios para sugerir os efeitos toxicos causados pela

droga.

Os animais foram sacrificados e, posteriormente, retirados e pesados os Orgaos e
tumores, os quais foram armazenados em formol a 10%. As pegas foram retiradas do formol e
seccionadas em pequenas fatias para posterior preparacdo das laminas. O material foi fixado
em formol a 10% por 24 h, desparafinizado em xilol por 15 min, e desidratado em
concentragdes crescentes de dlcool até 70% (mergulhando-se rapidamente as 1aminas), sendo
posteriormente lavado em 4gua destilada até ter sido removido todo o dlcool. Posteriormente

as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina. As laminas foram levadas ao
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microscopio para avaliacdo das suas caracteristicas morfologicas e comparadas aos controles

negativo e positivo.

4.22 Estudo da atividade genotoxica e mutagénica
4.22.1 Ensaio de genotoxicidade in vivo - Dano ao DNA - Ensaio do cometa

O ensaio do cometa ou SCGE (Single Cell Gel Electrophoresis Assay) foi
desenvolvido por Singh et al. (1988) para detectar quebra de fitas simples e duplas na
molécula de DNA induzidas por substidncias com potencial genotdxico, tais como agentes
alquilantes, intercalantes e oxidantes. Sendo muito utilizado em estudo de genética
toxicoldgica, a fim de um biomonitoramento ambiental ou no monitoramento populacional
em humanos. Entretanto, este teste é utilizado como um indicativo € ndo um teste mutagénico.
Este pode ser utilizado tanto em células de animais quanto vegetais in vitro e in vivo (SILVA

et al., 2003).

Nesse ensaio, a atividade genotoxica de FRA foi testada in vivo, em modelos
murinos, para avaliar possiveis danos a fita simples e a fita dupla do DNA induzidos por esta
fracdo. Para isso, a partir dos camundongos Swiss machos (25-30 g) do experimento 2, foi
coletado sangue por via orbital e acondicionado em microtubos heparinizados, diluido com
agarose LMP (agarose de baixo peso molecular) e colocado em uma ldmina previamente
coberta com uma pelicula de agarose NMP (agarose de peso molecular normal). As laminas
foram mantidas na solucdo de lise por cerca de 2 h e, em seguida, foi realizada a eletroforese.
Apoés a corrida, as laminas foram fixadas em dlcool 100%, coradas com brometo de etidio

10% e contadas no microscopio de fluorescéncia.

A andlise foi realizada de acordo com o padrdo de escores previamente determinados
pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa (BURLINSON et al., 2007). Foram contados
50 cometas/lamina e classificados, de acordo com a percentagem de DNA na cauda do
cometa, indicando o grau de quebra do DNA. Onde 0 = sem danos (<5%), 1 = baixo nivel de
danos (5-20%), 2 = médio nivel de danos (20-40%), 3 = alto nivel de danos (40-95%) e 4 =
dano total (95%). Foram calculados o indice (ID) e a frequéncia (FD) de danos. O ID foi
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obtido através da férmula: ID = 400 - ) Escores. A FD representa a porcentagem de células

que sofrem danos no DNA.
Andlise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. dos experimentos. Para
verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos, os dados
foram comparados por andlise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de comparagdes

multiplas de Tukey com a utilizacdo do programa GraphPad Prisma versdo 6.0

4.22.2 Avaliacao da mutagenicidade em reticulcitos murinos — Teste do microntcleo in

vitro

Micronicleos (MN) s@o pequenos corpisculos compostos de material cromossdmico.
ApOs a separacdo das cromdtides no processo mitotico, dois nicleos sdo reconstituidos, um
em cada polo. A membrana nuclear € refeita ao redor destes dois conjuntos cromossomicos.
Mas se um cromossomo inteiro ou um fragmento cromossdmico acéntrico nio se integra ao
novo nucleo, este também pode ser considerado um microntcleo. Os micronucleos sao
estruturalmente, pequenos nucleos representados por material genético que foi perdido pelo
nudcleo principal como consequéncia de um dano genético. O teste de micronicleo detecta
genotoxicidade cromossdmica em eucariotos do tipo clastogénese e danos ao fuso mitético

(SILVA et al., 2003).

O efeito genotoxico da FRA foi avaliado em reticulécitos murinos. O ensaio foi
realizado de acordo com Hayashi et al. (1990), em uma lamina pré-tratada com o corante
fluorescente acridina laranja (1 mg/mL), foram adicionados 20 uL de sangue periférico dos
animais. As laminas foram cobertas com laminulas para posterior andlise. As preparacoes
celulares foram examinadas com o auxilio de um microscépio de fluorescéncia com filtro de
excitacdo azul (488 nm) e filtro de emissdo (barreira) amarelo (575 nm), usando a objetiva de

imersdo. Duas mil células (reticuldcitos) foram analisadas por animal.



S RESULTADOS

5.1 Preparacao da Fracao Rica em Acetogeninas (FRA)

A partir de 4 kg de sementes de Annona muricata, obteve-se 179 g de extrato
etandlico das sementes de Annona muricata (EESAM), que apds processo de biparticdo
dgua/cloroférmio, obteve-se 123 g de EESAM(CHCIs). A partir de entdo, foi fracionado em
coluna cromatogréfica de silica gel, obtendo-se uma fracdo hexanica (F1, 1.000 mL), duas
fracdes cloroférmicas (F2 e F3), 500 mL cada, oito fragdes acetato de etila (AcOEtl —
AcOEt8), 250 mL cada e uma fracdo metandlica (1000 mL). Apds testes em CCD com
reagente de Kedde, as fracoes AcOEt 6 e 7 foram reunidas e denominadas FRA (12,9 g) e

selecionada para os estudos in vitro € in vivo.

5.2 Isolamento e identificacio da anonacina

A paritr de 600 mg de FRA (Figura 14), obteve-se com o auxilio de um aparelho de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE; em inglés: High performance liquid
chromatography, HPLC), 157,7 mg da acetogenina majoritiria no EESAM, que apds a
realizacdo de fingerprint em HPLC, foi identificada como anonacina. Posteriormente, foi

enviada uma amostra de 25 mg para andlises de ressonancia magnética nuclear de °C e 'H.

Figura 14. Cromatograma de FRA.
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Dentro das condicdes cromatograficas usadas nesse processo de isolamento em
HPLC, obteve-se um excelente rendimento de anonacina: 157,7 mg / 600 mg: 26,8%, que
apds separada, foi analizada por ressonancia magnética nuclear, confirmando sua identidade:
anonacina (Figura 15), por comparacdo com dados espectrais relatados na literatura para esta

substancia (RIESER et al., 1996).

Figura 15. Estrutura quimica da anonacina.
OH OH

Fonte: Yiallouris et al. (2018).

5.3 Ensaios de atividade antioxidante de FRA

7z

O potencial antioxidante € um dos fatores de grande relevancia em estudo de
produtos naturais. Sendo assim, verificou-se se FRA apresentaria potencial antioxidante a
partir dos métodos DPPH, ABTS e beta caroteno, testada nas concentragoes de 0,0125 a 125
pg/mL (para os dois primeiros) € 0,96 a 19,23 pug/mL, para o ultimo, ndo demonstrando

atividade antioxidantes nas concentragcdes testadas.

5.4 Atividade de inibicao da enzima acetilcolinesterase (AChE)

Produtos naturais sdo cada vez mais explorados na tentativa de desenvolver ou isolar
novas moléculas com fungdes farmacoldgicas, inclusiva de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE). Moléculas inibidoras da AChE sao utilizadas principalmente no
combate sintomatico da Doenca de Alzheimer. No entanto, a participagdo da AChE pode ir
além da funcdo neurolégica e estar correlacionada ao desenvolvimento tumoral (PEREZ-
AGUILAR et al., 2015). No teste qualitativo, FRA apresentou-se positivo para atividade de
inibicdo da AChE. No entanto, o teste qualitativo mostrou que a referida acdo € muito fraca

(Tabela 8).
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Tabela 8. Potencial de FRA para inibi¢do da enzima acetilcolinesterase por método qualitativo
(CCD) e quantitativo (ELISA).

Droga Método
CCD* ELISA** Clsp (ug/mL)
FRA + 22,66
Fisiostigmina + 1,15

*Ensaio de inibicdo qualitativo da enzina AChE: formacao de halo branco = +; ndo formagédo = -.
**Capacidade de inibicao de 50% da enzima - AChE.

5.5 Estudo da atividade citotoxica de FRA

Os estudos bioldgicos da fracio FRA partiram de ensaios iniciais frente a trés tipo de

células tumorais, com amostras em concentragdes tnicas.

5.5.1 Screening em trés linhagens de células tumorais

FRA foi testada frente a trés linhagens de células tumorais humans: HCT-116 (c6lon
- humano), SNB-19 (Glioblastoma) e HL-60 (Leucemia Mieloide Humana), em concentracao

unica de 25 pg/mL. Apos 72 h, observou-se que FRA inibiu 100% das linhagens testadas.

Com base em estudos anteriores com extratos, fracdes e anonacina derivados de A.
muricata (BARRETO, 2014), nos quais demonstraram melhor efeito sobre a linhagem HCT-

116, selecionou-se entdo, HCT-116 para dar continuacdo aos estudos.

5.5.2 Avaliacao da atividade citotéoxica de FRA em células tumorais humanas (HCT-

116) e células nao tumorais murinas (1.929)

O proximo passo, foi determinar a concentracdo de FRA que inibe 50% do
crescimento tumoral (Clsp) em células da linhagem HCT-116 e o crescimento celular da

linhagem 1929 (células murinas nao tumorais) nos tempos de 24, 48 e 72 h (Tabela 9).
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Tabela 9. Atividade citotéxica in vitro de FRA frente a linhagem HCT-116 (cancer colorretal)
e L929 (fibroblastos pulmonares murinos) nos tempos de 24, 48 e 72 h.

CIso (intervalo de confianca de 95%) pg/mL

Tempo do estudo

HCT-116 L929
24 horas 5,82 (5,04 - 6,73) 10,04 (6,47 — 15,56)
48 horas 1,91 (1,64 - 2,23) 9,27 (7,51 — 11,45)
72 horas 1,35 (0,65 - 2,78) 1,90 (1,26 —2,87)

Confirmando os resultados do screening, FRA na concentracido de 25 pg/mL inibiu

100% do crescimento celular de HCT-116 no periodo de 24 h (Figura 16).

Figura 16. Atividade citotoxica in vitro de FRA sob as linhagens celulares de: A) cancer

colorretal (HCT-116); e B) fibroblastos pulmonares murinos (.929) nos tempos de 24, 48 e
72 h.
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No entanto, apenas na menor concentracdo testada (0,78 pg/mL), houve diferenca
significativa na inibicdo do crescimento celular de HCT-116 nos trés tempos testados. Houve
diferenca significativa entre os tempos de incubacdo de 24 h e 48 h, mostrando correlagao
citotoxicidade versus tempo. Quanto a linhagem murina ndo tumoral L929, FRA mostrou
citotoxicidade bem inferior ao efeito citotoxico apresentado frente a HCT-116, apresentando

citotoxicidade s6 a partir do tempo de 72 h.
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5.6 Teste de formacao de colonias (atividade clonogéncia)

A andlise da atividade clonogénica apds a exposi¢do das células a diferentes
concentracdes da fracio FRA corrobora com os resultados de citotoxicidade avaliados pelo
método do MTT. A fracdo FRA, nas concentragdes de 5, 10 e 20 ug/mL, reduziu a capacidade
das células de célon HCT-116 em formar colonias (Tabela 10). De modo interessante, a
linhagem murina 1929 (ndo tumoral), mostrou-se menos sensivel aos efeitos citotoxicos
induzidos pela fracdo FRA, uma vez que apenas culturas de fibroblastos tratadas com as duas
maiores concentracdes de FRA (10 e 20 ug/mL) tiveram a sua capacidade clonogénica

reduzida.

Tabela 10. Avaliacdo da atividade clonogénica apds exposicao das células HCT-116 e L929 a
fracdo FRA nas concentracdes de 1, 5 e 10 e 20 pg/mL por 12 h. Controle positivo: MMS (4 x
107).

Linhagens Tratamento Eficiéncia de plaqueamento Fracao sobrevivente

C 0,78 + 0,01 1
MMS 0,33 + 0,04 0,34 + 0,02
1 ug/mL 0,74 + 0,03 0,97 + 0,03
HCT-116 5 ug/mL 0,55 +0,03" 0,55 + 0,02
10 ug/mL 0,25 +0,04" 0,25 + 0,03
20 pg/mL 0,02 +0,01" 0,01 0,01
C 0,73 + 0,02 1
MMS 0,25 +0,01" 0,27 + 0,03
L.929 1 ug/mL 0.72 £ 0,01 0,98 + 0,02
5 ug/mL 0,70 + 0,01 0,97 + 0,01
10 ug/mL 0,48 + 0,03 0,47 + 0,03
20 pg/mL 0,01 +0,01" 0,01 0,01
"P<0,05

5.7 Atividade hemolitica

Ap6s determinar a Clso de FRA em trés tempos diferentes sobre HCT-116 e
fibroblastos murinos L929, e a respectiva atividade clonogénica destas mesmas células apds
12 h de exposicao a FRA, verificou-se se a fracdo FRA apresentava acdo hemolitica frente a
hemadcias de camundongos swiss em 8 diferentes concentracoes (1,95; 3,9; 7,81; 15,62; 31,25;

62,5; 125; 250 ug/mL). Apds 4 h de exposicao, ndo foi possivel detectar atividade hemolitica.
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Portanto, esta fracdo ndo apresenta potencial hemolitico dentro dos parametros testados,
sugerindo que a atividade citotéxica de FRA seja através de mecanismos mais especificos,
uma vez que esta fracdo nao foi capaz de romper membranas eritrocitdrias (hemolise) mesmo

em altas concentracdes (250 pg/mL).

Os mecanismos moleculares envolvidos nos efeitos antitumorais de compostos
derivados de A. muricata ainda nio estdo totalmente elucidados (LIU et al., 2016). Para tanto,
realizou-se alguns ensaios na tentativa de determinar possiveis mecanismos de a¢do de FRA

frente a HCT-116.

5.8 Permeabilidade de membrana

A integridade da membrana celular da linhagem HCT-116 foi avaliada apds a
exposi¢do a FRA por 24 h, pelo método de exclusdao do iodeto de propidio (PI). FRA reduziu
significativamente (p<0,05) e dose-dependende o nimero de células com membranas integras,
ou seja, sem lesdes ou rupturas que permitam a entrada do PI para o interior celular, em
comparagdo ao grupo controle negativo (91,33 + 0,52%). Em ambas concentra¢des, quando as
células sdo expostas a GSH-OEt, o dano a membrana € totalmente inibido. Na menor
concentracdo (5 pg/mL), o percentual de células com membranas integras foi de 55,66 +
1,11%, e quando as células eram expostas previamente a GSH-OEt, esse percentual subia para
89,83 + 1,19%. Na maior concentracao (10 pg/mL), o percentual de células integras foi de
apenas 34,33 + 0,48%. No entanto, quando as células eram expostas previamente a GSH-OEt,
o percentual subia para 89,00 £ 1,16%. Doxorubicina (2 uM) e H>O> na presenca e/ou
auséncia de GSH-OEt foram utilizadas como controle positivo, ambas inibindo o percentual
de células vidveis. No entanto, a exposi¢ao das células ao antioxidante GSH-OEt, inibiu o
dano a membrana célular apenas das células tratadas com H>O», enquanto o dano a membrana
causado por doxorrubicina ndo sofre alteracdo quando as células sdo expostas a GSH-OEt

(Figura 17).
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Figura 17. Efeito da fracdo FRA sobre a membrana de células de c6lon HCT-116 apds 24 h de
exposicao nas concentracdes de 5 e 10 pg/mL na presenca e/ou auséncia de 15 mM de
glutationa-etil-éter (GSH-OELt). Doxorrubicina (Doxo 2 15 uM) e H>O» foram utilizados como
controles positivos. Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos
independentes. ““p<0,01; ““p<0,001 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA
seguido por teste de Tukey.
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5.9 Ensaio de despolarizaciao mitocondrial (A¥m)

O potencial transmembranico mitocondrial (A¥Ym) foi mensurado apds o tratamento
com FRA em diferentes tempos de exposicao. Cultura de células HCT-116 expostas a fracao
rica em anonacina entre 1 e 6 h de tratamento ndo demonstrou altera¢ao sobre o A¥Ym (dados
nio mostrados) em relacdo ao controle negativo. Porém, com o passar do tempo de exposi¢ao
(12 e 24 h), alteracdes significativas da fun¢do mitocondrial foram observadas (Figura 18).
Ap6s 12 h de exposicao, a fracdo FRA nas concetracdes de 5 e 10 pg/mL induziu um aumento
na frequéncia de células com baixo A¥Ym em torno de 13% e 26%, respectivamente (Figura
18A). Como previsto, o percentual de células de cancer colorretal com baixo A¥Ym aumentou
em ambas as concentracdes avaliadas de FRA apds 24 h de tratamento (Figura 18B): 5 pug/mL

(~30%) e 10 pg/mL (~48%).
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Figura 18. Efeito da fracdo FRA sobre a despolarizacdo mitocondrial de células de célon
HCT-116 ap6s 12 h (painéis A e B) e 24 h (painéis C e D) de exposi¢cao nas concentragdes de
5 e 10 pg/mL. Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.
“p<0,001 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por teste de
Tukey.
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5.10 Ensaio de Ciclo celular

Dentre os diversos mecanismos de acdo das drogas antitumorais, a inibi¢cdo da
proliferagdo e respectiva indu¢do de morte celular do tecido tumoral figura entre as principais
abordagem em quimioterapia. Objetivando avaliar se hd correlacdo entre a atividade
anticancer de FRA e inibi¢do do ciclo celular, foi realizada um ensaio com base na andlise do
contetido de DNA de células HCT-116 tratadas com FRA por 24 h e analizadas por citometria
de fluxo. Observou-se que houve aumento significativo de células em G0/G1 em ambas as
concentracoes (5 e 10 pg/mL) (Figura 19). A cultura tratada com doxorrubicina (2 uM),

apresentou-se em sua maioria na fase S.
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Figura 19. Efeito de FRA nas concentracdes de 5 e 10 ug/mL) sobre o ciclo celular em células
HCT-116 ap6s 24 h de tratamento. Controle positivo: Doxorrubicina (Doxo; 2 uM). Os dados
correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes. “p<0,05 comparado com o
grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.
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5.11 Ensaio de fragmentaciao do DNA internucleossomal

Ap6s o tratamento (24 h) de células de cancer de c6lon HCT-116, observou-se que a
fracdo FRA nas concentragcdes de 5 e 10 pg/mL induziu um aumento significativo e dose-
dependente na fragmentacdo de DNA das células tratadas (Figura 20), ou seja, células que
ap6és o tratamento com a fracdo rica em anonacina apresentaram fragmentacdo do DNA,

significa que estdo morrendo e isso corrobora muito bem com a apoptose.

No entanto, o pré-tratamento com GSH-OEt exerceu um grande efeito protetor sobre
as células HCT-116 (Figura 20), impedindo a fragmentacdo do DNA induzida pela fracdo

FRA em ambas as concentra¢des avaliadas.
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Figura 20. Efeito da fracdo FRA sobre a fragmetacdo de DNA internucleossomal (Sub-
GO0/G1) em células HCT-116 ap6s 24 h de tratamento nas concentragdes de 5 e 10 pg/mL na
presenca e auséncia de 15 mM de GSH-OEt. Doxorrubicina (Doxo; 2 uM) e H2O2 (150 uM)
foram utilizados como controle positivo. Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3
experimentos independentes. ~p<0,001 comparado com o grupo controle negativo por
ANOVA seguido por teste de Tukey.
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5.12 Ensaio de externalizacdo da fosfatidilserina — Anexina V

Ap0s o tratamento (24 h) de células de cancer de clon HCT-116, observou-se que a
fracdo FRA nas concentracdoes de 5 e 10 pg/mL induziu um aumento significativo da
populacdo celular positiva para a marcagdo com anexina V (Figura 21), ou seja, células que
apos o tratamento com a frac@o rica em anonacina mantiveram a fosfatidilserina externalizada
como sinalizador de que o processo apoptotico foi ativado nestas células apds o tratamento. O
pré-tratamento com GSH-OEt exerceu um grande efeito protetor sobre as células HCT-116
(Figura 21) impedindo a ativagdo da apoptose induzida pela fracdio FRA em ambas as

concentracdes avaliadas.
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Figura 21. Efeito da fracdo FRA nas concentragdes de 5 e 10 pug/mL sobre a externaliza¢ao da
fosfatidilserina em células HCT-116 apés 24 h de tratamento na presenga e auséncia de 15
mM de GSH-OEt. Doxorrubicina (Doxo; 2 uM) e H2O2 (150 uM) foram utilizados como
controle positivo. Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos
independentes. ““p<0,001 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido
por Teste de Tukey.

2
vso-
»n
©
2
@ 607 g
e =
>
© 40 = * %k
E * %k
x
g * % %
€ 20-
»n
=
3 1l 1 — -
) L] I I 1 ] 1 1 1 1 L]
o O & 40 < v & 2 &N &
00 Oo ‘L 00 Oo 0
%’2‘ © QQ‘ N "o\b "o‘b ‘2;2\
(<] (<] (<] (<] (¢
x x X °))( QX
© o+ q'oq’ N
Q D

5.13 Ensaio do cometa in vitro

Células HCT-116 tratadas com FRA nos tempos de 1, 3 e 6 h ndo apresentaram
lesdes de DNA quando analisadas pelo ensaio do cometa na versdo alcalina (dados ndo
mostrados). Contudo, conforme a Figura 22A, em culturas expostas a FRA durante 12 h,
observou-se um aumento significativo de danos ao DNA (Indice de Dano — ID) em culturas
tratadas com 5 pg/mL (ID, 32,89 + 4,42) e 10 ug/mL (ID, 71,00 £ 10,81). E com o passar do
tempo (24 h), as lesdes detectadas no DNA foram maiores, nos quais os valores de ID para
culturas celulares tratadas com FRA a 5 e 10 pg/mL foram iguais a 68,22 + 7,56 ¢ 112,22 +
6,99 respectivamente (Figura 22B).

Com o objetivo de caracterizar os tipos de lesdes induzidas pela FRA sobre o DNA,
foram utilizadas duas enzimas de restricdo especificas para a deteccao de lesdes oxidativas:

hOGG1 (8-oxoguanina DNA glicosilase humana) e ENDO III (endonuclease III). Apds 12 e
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24 h de incuba¢do com FRA na presenca de hOGG1 e ENDO 111, as células HCT-116 tratadas
com 5 e 10 pg/mL apresentaram valores de ID significativamente superiores aos
experimentos conduzidos na auséncia das enzimas. Tais resultados, indicam que FRA foi
capaz de oxidar bases purinicas como a guanina (detectadas pela hOGG1) e pirimidicas como
citosina e timidina (detectadas pela ENDO III), reforcando o perfil pré-oxidante da fragcdo

avaliada (Figura 22).

Figura 22. Avaliagdo dos danos ao DNA (indice de danos), através do ensaio do cometa
alcalino (pH>13) na presenca e auséncia das enzimas 8-oxoguanina DNA glicosilase humana
(hOGGI1) e endonuclease III (ENDO III), induzidos pela fracio FRA (5 e 10 pg/mL) em
células de c6lon HCT-116 apds 12h (painel A) e 24 h painel (B). H2O> (150 uM) foi utilizado
como controle positivo. Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos
independentes. “p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por
Teste de Tukey.
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Uma vez constatada que a fracio FRA induz lesdes oxidativas no genoma de células
de cancer colorretal HCT-116 e que radicais livres possuem a capacidade de gerar lesdes mais
severas no DNA (ex: quebras de fita dupla), o ensaio do cometa foi conduzido em condi¢des
de pH neutro a fim de verificar a ocorréncia de quebras de fita dupla sobre a molécula de
DNA. A figura 23 mostra que apds 12 h de exposi¢do, apenas na concentracao de 10 ug/mL, a
fracdo FRA induziu quebras em ambas as fitas da molécula de DNA, de forma significativa
em relacdo ao controle negativo (ID, 2,88 + 1,36), cujo valor de ID igual a 30,44 + 2,03. Ja no
tempo de 24 h, a fracdo FRA nas duas concentracdes estudadas foi capaz de induzir lesdes de

dupla fita no DNA de modo significativo em relacdo ao controle negativo (ID, 5,88 + 3,48),
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cujos valores de ID foram iguais a 23,44 + 2,08 e 67,44 + 4,10 para as concentracdes de 5 e

10 pg/mL, respectivamente.

Figura 23. Avaliacdo dos danos ao DNA (indice de danos) induzidos pela fracio FRA (5 e 10
pg/mL) em células de célon HCT-116 apés 12 h (painel A) e 24 h painel (B) através do
ensaio do cometa neutro. H>O, (150 uM) foi utilizado como controle positivo. Os dados
correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes. *p<0,05; **p<0,01;

“p<0,01 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por Teste de
Tukey.
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5.14 Ensaio de Oxidacao Protéica - Proteinas carboniladas

Para melhor caracterizar o perfil pré-oxidativo da fracdo FRA sobre as células HCT-
116, foi analisado o pool de proteinas intracelulares carboniladas. A carbonilacio de proteinas
€ um forte marcador bioquimico de oxidacdo protéica. A figura 24, mostra que o pool de
proteinas carboniladas das células HCT-116 tratadas com a fracdo FRA nas concentracdes de
5 e 10 pg/mL durante os periodos de 3 e 6 h ndo diferiram do controle negativo. Porém, a
oxidagdo protéica foi observada com o prolongamento do tempo de exposicao a fragcdo rica
em acetogeninas. Apds 12 h de exposicdo, os teores de proteinas oxidadas foram 5,5 (5
pg/mL) e 8,7 (10 pg/mL) vezes maiores do que os encontrados nas culturas celulares ndo
tratadas com a fracdo FRA. J4 apds 24 h, os niveis de proteinas oxidadas foram 6,7 e 10,4
vezes superiores em relacdo ao controle negativo. Com a finalidade de ressaltar a contribui¢ao
das espécies reativas de oxigénio (EROs) sobre a oxidacdo direta das proteinas, as células
HCT-116 foram pré-tratadas (2 h) com 15 mM de glutationa-etil-éter (GSH-OEt) antes da
exposicao a fragio FRA. Conforme se observa na figura 24, a presenca de GSH-OEt protege

consideravelmente as células de cancer colorretal contra a a¢do oxidante da fracdo FRA.
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Figura 24. Avaliacdo da oxidacdo protéica induzida pela fracio FRA (5 e 10 pg/mL) em
células de colon HCT-116 na presenca e auséncia de 15 mM de glutationa-etil-éter (GSH-
OEt). H20; (150 uM) foi utilizado como controle positivo. Os dados correspondem a média +
E.P.M. de 3 experimentos independentes. ‘p<0,001 comparado com o grupo controle negativo
por ANOVA seguido por Tukey's multiple comparisons test.
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5.15 Atividades in vivo de FRA

Os estudos in vivo foram realizados em dois modelos experimentais murinos:
Experimento 1 — Tumor Sarcoma 180 inoculado em camundongo Swiss (Mus musculus) e
Experimento 2 — Tumor Walker 256 inoculado em rato Wistar (Rattus novergius). E, para
determinar as doses de FRA usadas nos experimentos in vivo, foi realizado um estudo de

toxicidade aguda através do método up-and-down — OECD 425 (Tabela 11).

5.15.1 Toxicidade aguda pelo método Up-and-down

Foram utilizados 7 camundongos fémeas para estimativa da DLsp de FRA. O
programa estatistico recomendou iniciar com a dose de 175 mg/kg. No entanto, baseado na
DLso de outra fracdo semelhante a FRA (42,5 mg/kg, dados ndo mostrados), optou-se por

iniciar os ensaios com a dose de 70 mg/kg (Tabela 12).
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Tabela 11. Relatério contendo os dados dos ensaios do teste de toxicidade aguda pelo método

Up-and-Down.

Relatorio DLso de FRA

Programa Estatistico

AOT425statpgm (Versdo: 1.0)

Resultados dos Testes e recomendagdes

Toxicidade Oral Aguda (Teste Guia OECD 425)

Data 30.02.2017
Dados de preenchimento da amostra DLso FRA.dat
Ultima modificacdo

Teste/Substancia FRA DLso

Tipo de teste

Teste principal

Dose limite (mg/kg) 2000
DLso assumida (mg/kg) Desconhecida
Valor de sigma assumido (mg/kg) 0,5

Progressdo de doses recomendadas

2000, 550, 175, 55, 17.5,5.5, 1.75

Critério de parada

5 reversdes em 6 testes

Tabela 12. Toxicidade aguda de FRA pelo método do up-and-down (OECD 425). Onde: X =

morreu; O = sobreviveu.

Sequénciado  Identificacio  Dose

Desfechoa  Desfechoa  Mensagens de entrada de

teste do animal mg/kg  curto prazo  longo prazo dados do programa
1 1 70 O (0]
2 2 120 X
3 3 70 O o
4 4 120 X
5 5 70 O o
6 6 120 X
7 7 70 O (0]
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O animal 1 sobreviveu. Para o animal 2, o programa recomendou uma dose de 120
mg/kg. Cerca de 20 min apds a gavagem, o animal 2 comecou a agonizar e morreu algumas
horas depois. Na sequéncia, houve mais cinco testes com as doses alternando entre 70
(animais 3, 5 e 7) e 120 mg/kg (animais 4 e 6). Os animais 3, 5 e 7 sobreviveram, enquanto os

animais 4 e 6 morreram cerca de duas horas depois (Tabela 12).

A partir desses dados, o Software estimou valores de DLso de FRA em camundongo

em 95 (70 - 120) mg/kg.

5.15.2 Experimento in vivo 1 — camundongos Swiss com tumor Sarcoma 180 tratados

com FRA

Ap6s a inoculagdo das células tumorais (DO0), os animais foram tratados por oito dias
consecutivos (D1-D8). A partir do 5° dia, o tumor tornou-se palpavel. A partir de entdo (D5),
o diametro tumoral foi mensurado diariamente até o dia do sacrificio dos animais (D9)
(Figura 25). No entanto, apesar da visivel diferenca do volume tumoral entre os grupos

tratados, estatisticamente, ndo houve diferenca significativa.

Figura 25. Diametro do tumor sarcoma 180 em Camudongos swiss entre o quarto € o oitavo
dia de tratamento com FRA (20, 30 e 40 mg/kg/dia) e controles negativo (solucdo fisiologica
0,9% + Tween 80 3%) e positivo (ciclofosfamida 25 mg/kg/dia).
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No nono dia do experimento (D9), os animais foram levados para a sala de necrdpsia
do Biotério do NPDM, na qual foi coletado sangue por via orbital para andlises bioquimicas e
coleta de células de sangue periférico para avaliar a toxicidade genética (ensaio do cometa e
micronucleos em reticulécitos). Em seguida, os animais foram sacrificados por guilhotina

para a retirada do tumor, bago, figado, rins, estdmago e pulmdes.

Verificou-se que o grupo tratado com ciclofosfamida (25 mg/kg/dia), apresentou
significativa reducdo do baco. Enquanto, os grupos tratados com FRA (20, 30 e 40
mg/kg/dia), também apresentaram uma leve redu¢do do bago dose-dependente, no entanto,

sem diferencas estatisticas significativas (Figura 26).

Figura 26. Peso ponderado do baco de camundongos swiss com Sarcoma 180 ap0s oito dias
de tratamento com FRA (20, 30 e 40 mg/kg/dia) e controles negativo (solucdo fisioldgica
0,9% + Tween 80 3%) e positivo (ciclofosfamida 25 mg/kg/dia). Os dados correspondem a
média + E.P.M. de 8 animais. ***p<0,001 comparado com o grupo controle negativo por
ANOVA seguido por Tukey's multiple comparisons test.
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Quanto ao crescimento tumoral, verificou-se que os animais dos grupos tratados,
apresentaram inibicao tumoral estatisticamente significativa em comparacdo com o Controle
negativo (1,53 g), exceto o grupo FRA20 (20 mg/kg/dia), que inibiu apenas 10,59% (com
média tumoral de 1,37 g). O grupo controle positivo (ciclofosfamida 25 mg/kg/dia)
apresentou inibi¢do de 75,63% (média tumoral: 0,37 g). Enquanto os grupos FRA30 e FRA40
(30 e 40 mg/kg/dia respectivamente) inibiram 41,97% (média de peso tumoral: 0,88 g) e
58,54 % (média de peso tumoral: 0,66 g) (Figura 27, Tabela 13).
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Figura 27. Inibi¢do do crescimento tumoral (sarcoma 180) em camundongos swiss apos 0ito
dias de tratamento com FRA (20, 30 e 40 mg/kg/dia) e controles negativo (solucio fisioldgica
0,9% + Tween 80 3%) e positivo (ciclofosfamida mg/kg/dia). Os dados correspondem a
média + E.P.M. de 8 animais. p<0,05 ¢ ““p<0,001 em relacdo ao Controle negativo (C-) por
ANOVA seguido por Tukey's multiple comparisons test.
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Tabela 13. Peso dos 6rgdos de camundongos (Mus muscullus) linhagem Swiss tratados com
FRA (20, 30 e 40 mg/kg/dia) e controles negativo (solucdo fisioldgica 0,9% + Tween 80 3%)
e positivo (ciclofosfamida 25 mg/kg/dia).

()Tr ‘;‘;)"g ) C- Ciclofosfamida FRA20 FRA30 FRA40

Tumor 1.67+045%  0.41+0,168 126+037% 1,00+ 0,36 0,66 + 0,36
Bago 035+0,08* 0,14 +0,03" 035+0,06° 028 +0,05* 0.27 + 0,104
Figado 365+023*  3.81+0.142 42040438 448 +0,328 4,68 + 0.468
Rins 120+0,100 1,37 +0,07® 1.19+0,154  135+0,06* 1,30 + 0,08
Estomago 0,58 +0.11* 0,70 0,08 073 0,088 0,73 +0,08" 0,77 + 0,108
Pulmdes  056+0112 0,62 +0,14* 048 +0,12° 0,56 + 0,05 0,55 + 0,154

Letras comparam médias entre os todos os grupos tratados. Letras iguais, indicam valores sem diferencas
estatisticas entre os grupos. Letras diferentes indicam valores signicativamente diferentes (P<0,05). Grupos
FRA20, FRA30 e FRA40 foram tratados respectivamente com FRA 20mg/kg/dia; 30mg/kg/dia e 40mg/kg/dia.

Ao término dos experimentos, a fracdo FRA ndo induziu, em nenhuma das doses
avaliadas, alteracdes significativas estatisticamente, na incidéncia de lesdes de DNA quando

comparadas com o grupo dos animais nao tratados com FRA (Figura 28).
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Figura 28. Avaliacdo dos danos ao DNA (indice de danos) de células do sangue periférico de
camundongos swiss, através do ensaio do cometa alcalino (pH>13), induzidos pela fracdo
FRA (20, 30 e 40 mg/kg) apds oito dias de tratamento. Os dados correspondem a média +
E.P.M. de 8 animais. “p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido
por student Newman-Keuls.
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Ja a andlise de microndcleos em reticulécitos (Figura 29), revelou que apenas o
grupo de animais tratados com a fragdo FRA na dose de 40 mg/kg apresentou um aumento
significativamente maior de reticuldcitos micronucleados (RETMN) quando comparado ao

grupo controle negativo.

Figura 29. Avaliacdo de induc@o de micronticleos em reticuldcitos em camundongos swiss,
induzidos pela fragdo FRA (20, 30 e 40 mg/kg) apos oito dias de tratamento. Os dados
correspondem a média = E.P.M. de 8 animais. Comparado com o grupo controle negativo por
ANOVA seguido por student Newman-Keuls. *p<0,05. Obs. RETMN: reticuldcitos
micronucleados.
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Analise histopatologica do tumor Sarcoma 180 e dos érgaos dos animais tratados por

oito dias com FRA nas doses de 20, 30 e 40 mg/kg/dia.
Tumor

Na andlise microscdpica, os tumores ndo apresentaram modificacdo sob o aspecto

morfoldgico entre os cinco grupos.
Figado

O figado dos animais tratados com ciclofosfamida apresentou caracteristicas
histopatoldgicas com leve a moderada tumefacdo celular de hepatdcitos e preservacdo da
estrutura hepdtica, enquanto os animais tratados com FRA e o Controle negativo,
apresentaram as alteragOes anteriores, mas acrescentando a esteatose microvesicular em
metade dos animais de cada grupo, além de maior nimero de dreas circunscritas de edema. As
alteracOes microscopicas visualizadas sdo de natureza reversivel, ndo sendo identificada area
de necrose focal dos hepatdcitos. No entanto, a presenga de esteatose em todos os grupos

sugere maior alteracdo no figado dos animais tratados por via oral.
Pulmoes

Quanto aos pulmdes, os animais tratados com FRA30 mostraram espagos alveolares
vazios com pleura integra e presenca de células mononucleares e hemécias nas paredes
alveolares. Nos demais grupos (FRA20, FRA40 e controle negativo) os pulmoes
apresentavam areas semelhantes ao grupo FRA30, mas em outras dreas havia intenso acimulo
de células mononucleares nos septos além de denso extravasamento de hemdcias com
pigmentos de hemossiderina podendo corresponder a pneumonite. O nimero de animais com

estas alteracOes variava entre 2 e 5 de cada grupo.
Rins

Todos os grupos apresentaram rins com preservacao das estruturas glomerulares e
tubulares além de coértex e medula com distribui¢do normal. Havia auséncia de inflamacdo e
necrose. A presenca de material proteindceo intratubular descrito € consistente com
cilindrohialino, alteracdo que pode estar relacionada com a alimentacdo. Células epiteliais

com citoplasma eosinofilico também foram vistas, contudo sem associagdo com nenhuma
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alteracdo de toxicidade. Alguns animais apresentaram hemorragias, mas sem significado

morfolégico de toxicidade.
Estomago e baco

Estdmago e baco de ambos os grupos ndo apresentaram nenhuma alteracdo

histopatoldgica.

5.15.3 Experimento in vivo 2 — Ratos Wistar com tumor Walker 256 tratados com FRA

A partir dos resultados do Experimento 1, montou-se um protocolo para testar FRA
contra tumor Walker 256 em modelo com rato Wistar. Apos sete dias de tratamento, os
animais foram expostos ao ensaio de rotaroid e ndo apresentaram alteracdes motores.
Posteriormente, foi coletado sangue por via orbital e os animais foram anestesiados e

sacrificados de acordo com o experimento 1.

5.15.3.1 Ensaio de coordenacido motora de Ratos Wistar apés tratamento com FRA

Apos sete dias de tratamento com os controles negativo (soro fisiologico 0,9 +
Tween 80 3%) e positivo (Ciclofosfamida 25 mg/kg/dia — via intraperitoneal) e FRA nas
concentracoes de 20 e 40 mg/kg/dia, os animais de ambos os grupos ndo apresentaram

qualquer alteragdo de comportamento através do método do rotarod.

5.15.3.2 Ensaio de inibicao do crescimento tumoral

Entre o 5° e o 8° dia do experimento, foi mensurado o didmetro tumoral (Figura 30).
O grupo tratado com ciclofosfamida ndo desenvolveu tumor. Os demais grupos, apresentaram
diferentes médias de volume tumoral, perceptiveis a partir do 5° dia. No entanto,
possivelmente devido a imprecisdo da andlise, os grupos ndo apresentaram diferencas

estatisticas (Figura 30).
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Figura 30. Volume tumoral de Walker 256 em rato wistar mensurado a partir do 5° dia de
tratamento com FRA (20 e 40 mg/kg) e controles negativo (solucio fisiolégica 0,9% + Tween
80 3%) e positivo (ciclofosfamida 25mg/kg/dia).
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Ap6s sete dias de tratamento (D8), os animais foram pesados e ndo houve diferenca
estatiscas entre os quatro grupos experimentais. Quanto ao crescimento tumoral, houve
significativa diferenca entre os grupos, mostrando que FRA tem ac¢do de inibicdo tumoral

dose-dependente (Tabela 14; Figura 31).

Tabela 14. Peso relativo dos 6rgaos de ratos (Rattus norvegicus) linhagem wistar (g/100g de
tecido) apos sete dias de tratamento com FRA (20 e 40 mg/kg). C- : controle negativo
(solugao fisiologica 0,9% + Tween 80 3%); C+: controle positivo (ciclofosfamida

25mg/kg/dia).

Tumor/ Orgdo (g) C- Ciclofosfamida FRA20 FRA40
Tumor 2,67 0,424 - 1,48 0,648 1,09 £0,31B
Bago 0,4721 £ 0,074 0,15 +0,02"8 0,42 + 0,074 0,39 +0,05%
Figado 4,84 £ 0,344 4,30 +0.268 4,75 +0,294 4,80 +0.314
Rins 0,92 + 0,144 0,89 + 0,024 0,89 +0,074 0,86 + 0,02*
Estomago 0,78 + 0.06" 0,97 +£ 0,088 0,77 £ 0,06* 0,88 + 0,06"
Pulmdes 0,68 0,124 0,62 +0,174 0,78 £0,14* 0,74 £0,14*

Letras comparam médias entre os grupos. Diferentes letras indicam valores signicativamente diferentes entre os
grupos tratados (p<0,05). Grupo controle negativo (C -): tratados apenas com Tween 80 (3%); Grupo
Ciclofosfamida (controle positivo) — tratados com ciclofosfamida 25mg/kg/dia; Grupo FRA20 - tratados com
FRA 20mg/kg/dia e Grupo FRA40 - tratados com FRA 40mg/kg/dia.
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Figura 31. Inibicdo do crescimento tumoral de Walker 256 em rato wistar apds sete dias de
tratamento com FRA (20 e 40 mg/kg) e controles negativo (solucdo fisiolégica 0,9% + Tween
80 3%) e positivo (ciclofosfamida 25mg/kg/dia). Os dados correspondem a média + E.P.M. de
8 animais. ~'p<0,01 e ““p<0,001 em relacio ao Controle negativo (C-) por ANOVA seguido
por Tukey's multiple comparisons test.
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Assim como no ensaio anterior (Experimento 1), os animais tratados com
ciclofosfamida apresentaram reducdo considerdvel do bago. Sendo acompanhado por uma
discreta reducdo deste 6rgdo, os animais tratados com FRA (20 e 40 mg/kg/dia), mas sem

diferenca estatistica significativa (Figura 32, Tabela 16).

Os parametros bioquimicos ndo mostraram alteracdes nos grupos tratados com FRA
quando comparados com o controle negativo. As duas Unicas alteracdes, reducao da fosfatase

alcalina e aumento da albumina, ocorreram no grupo tratado com ciclofosfamida (Tabela 15).
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Figura 32. Peso ponderado do bacgo de rato wistar com tumor Walker 256 tratamento por sete
dias com FRA (20 e 40 mg/kg) e controles negativo (solugdo fisioldgica 0,9% + Tween 80
3%) e positivo (ciclofosfamida 25mg/kg/dia). Os dados correspondem a média + E.P.M. de 8
animais. ~p<0,001 em rela¢do ao Controle negativo (C-) por ANOVA seguido por Tukey's
multiple comparisons test.
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Tabela 15. Pardmetros bioquimicos de ratos (Rattus norvegicus) linhagem Wistar tratados por
sete dias com FRA (20 e 40 mg/kg) e controles negativo (solucdo fisioldgica 0,9% + Tween
80 3%) e positivo (ciclofosfamida 25mg/kg/dia).

Parametro (unidade) C- Ciclofosfamida FRA20 FRA40
ALT (U/L) 68,86 +3,08%  61,14+498"  6588+795% 6325+ 13,05
AST (U/L) 62,60+ 18,45° 91,6 +£28,95% 7867 +14,84° 67,67 £25474
Creatinina (mg/dL) 0,47 + 0,154 0.54 +0.18 0,48 0,124 0,48 +0.084
Ureia (mg/dL) 64,17+20,93*  8933+1791*  605+17,65*  71,0=18,14*
f[‘}/sgase Alealina 55354 86,824 311045403  5274+51200  486,5 +75,02%
Albumina (g/dL) 2,52 +0,17* 3,20 +0,21% 2,48 + 0,34 2,64 +0,16*

Letras comparam médias entre os grupos. Diferentes letras indicam valores signicativamente diferentes
(P<0,05). Grupo controle negativo (C -): tratados apenas com tween80 (3%); Grupo Ciclofosfamida (controle
positivo) — tratados com ciclofosfamida 25mg/kg/dia; Grupo FRA20: tratados com FRA 20mg/kg/dia; Grupo
FRAA40: tratados com FRA 40mg/kg/dia. ALT (alanina aminotransferase), AST (aspartato aminotransferase).

As andlises hematoldgicas demonstram alteracdes (reducdo) apenas de granuldcitos e
CHCM (concentracdo de hemoglobina corpuscular média) nos animais tratados com a maior

concentracdo (FRA40). Os demais marcadores encontravam-se sem alteracdes (Tabela 16).
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Tabela 16. Parametros hematoldgicos de ratos (Rattus norvegicus) linhagem Wistar tratados
por sete dias com FRA (20 e 40 mg/kg) e controles negativo (solugdo fisiolégica 0,9% +
Tween 80 3%) e positivo (ciclofosfamida 25mg/kg/dia).

Parametro (unidade) C- Ciclo FRA20 FRA40
Leucdcitos Totais (10%/uL) 16,14+ 4,68* 0,83 + 0,265 16,95 + 3,36* 14,63 + 1,73%
Linfécitos (10%/uL) 7,06+ 1,80% 0,60 + 0,09® 8,33 1,194 7,69 + 0,954
Monécitos (10%/uL) 0,56+ 0,10* 0,017 + 0,008® 0,53 £ 0,024 0,48 + 0,054
Granulécitos (10%/uL) 8,51+ 1,78% 0,19 +0,04® 8,04 + 1,084 6,44 + 0,95¢
Hematcrito (%) 42,62 + 1,754 44,49 +9.45% 46,75 + 3,234 48,46 + 2,62°
VCM (fl) 65,78 + 1,794 67,29 + 1,69* 66,71 + 0,924 67,15 + 1,07
CHCM (%) 29,18 0,527 28,5+ 0,574 28,56 + 0,224 28,08 + 0,468
Hemdcias (%) 6,49 +0,4* 6,60 + 1,254 7,01 +0,424 7,22 +048
Plaquetas (10%/1) 1,09 + 0,244 0,40 +0,228 1,07 +0,28* 1,34 +0,194
Hemoglobina (%) 12,46 + 0,662 11,65 + 0,98 13,38 + 0,954 13,88 + 0,984
Proteinas (f]) 6,16 + 0,334 5,60 +0,26* 6,40 + 0,444 6,67 + 0,454

Letras comparam médias entre os grupos. Diferentes letras indicam valores signicativamente diferentes (p<0,05).
Grupo controle negativo (C -): tratados apenas com tween80 (3%); Grupo Ciclofosfamida (controle positivo):
tratados com ciclofosfamida 25mg/kg/dia; Grupo FRA20: tratados com FRA 20mg/kg/dia; e Grupo FRA40:
tratados com FRA 40mg/kg/dia. VCM: Volume Corpuscular Médio; CHCM: Concentracdo de Hemoglobina
Corpuscular Média.

Analises Histologicas
Tumor:

Todos os grupos apresentaram-se compostos por neoplasia maligna de células
poligonais exibindo pleomorfismo celular e nuclear, aumento da relacdo nucleo/citoplasma e
hipercromatismo. Nos grupos tratados com FRA viu-se nitida redu¢do do nimero de figuras
de mitoses, sendo rara a sua visualizagdo, como também, certa rarefacdo celular com
dissocia¢do das ilhas tumorais. Em todos os grupos a neoplasia invadia musculo, vasos,

nervos e tecido adiposo além de serem observadas extensas dreas de necrose coagulativa.



108

Pulmdo:

Niao foram encontradas diferencas importantes entre os grupos tratados com FRA e
ciclofosfamida. Presenca de vasos ectdsicos com visualizagao de células inflamatérias no
interior dos vasos, como também perivasculares foi comum aos trés grupos tratados. Por
vezes os espacos alveolares e suas paredes estavam parcialmente preenchidos por hemécias,
aspectos observados na maioria dos casos dos grupos tratados com FRA40. Nestes mesmos
grupos, havia, também, pigmentos de hemossiderina. Estes achados sdo sugestivos de
pneumonite ou induzida pela substancia teste ou veiculo. Ressalta-se que, no grupo controle
negativo, também foram identificados vasos ectdsicos com presenca de células inflamatérias
além de areas de hemorragia preenchendo parcialmente os espacos alveolares, no entanto sem

pigmentos de hemossiderina.
Estomago:

Nao foram observadas alteragdes morfoldgicas sugestivas de toxicidade. Todos os
grupos comportaram-se de forma homogénea apresentando na regido da cardia epitélio
pavimentoso estratificado ortoceratinizado com coérion fibroso, exibindo ocasionais vasos
sanguineos de diferentes calibres por vezes ectdsicos. A camada muscular encontrava-se
integra. E na regido do corpo/findica, preservacdo de células parietais e principais e das
camadas mucosa, submucosa e muscular da mucosa. Nas camadas mucosa e submucosa, foi

possivel observar ocasionais vasos sanguineos, por vezes, ectasicos.
Bago:

Nao foram observadas alteracdoes morfoldgicas entre os grupos controle negativo e
aqueles tratados com FRA, sendo representados por polpa branca constituida por bainha de
linfécitos (T) periarteriais situadas excentricamente em relacdo as artérias centrais com centro
germinativo, este dltimo, visto em sua maioria. Em continuidade, havia polpa vermelha
composta por eritrocitos, seios esplénicos e trabéculas esplénicas. Somente o grupo tratado
com ciclofosfamida mostrou atrofia da polpa branca e vermelha. Na maioria das amostras dos
quatro grupos foram observados congestdo vascular com presenca de células inflamatdrias no
interior dos vasos além de pigmentos de hemossiderina e megacaridcitos ora dispersos ora

aglomerados.
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Figado:

Todos os grupos tratados apresentaram alteracdes morfoldgicas nos hepatdcitos
representadas por tumefagdo celular intensa, por vezes, com dreas de degeneracdo hidrdpica.
No entanto, células inflamatdrias ora dispersas ora em ninhos ora perivasculares, além de
hemorragia sinusoidal, somente nos grupos tratados com FRA. Estes achados sdo indicativos
de lesdes celulares reversiveis com possivel regressdo apds ajuste de dose, pois ndo foi
encontrada fibrose em nenhuma das amostras analisadas. Faz-se uma observagao adicional em

relagc@o ao grupo controle, o qual apresentou muitas alteracdes de toxicidade ndo esperada.
Rim:

Todos os grupos apresentaram cortex € medula renal com distribuicdo normal das
estruturas glomerulares e tubulares, no entanto com presenga de tumefacao do epitélio tubular
com dreas de degeneracdo vacuolar além de vasos congestos e cilindrohialinos. Somente o
grupo tratado com ciclofosfamida ndo apresentou células inflamatdrias intersticiais. Estas
alteracdes morfoldgicas configuram-se como reversiveis pois nao havia fibrose intersticial.
Porém, deve-se dar importancia a presenca de células inflamatorias em localizagdo

intersticial.



6. DISCUSSAO

A importancia crescente das neoplasias malignas no quadro sanitdrio do Brasil tem
ampliado a discussdo sobre o controle desse grupo de doengas, incluindo-as como uma das
prioridades do setor de saide. Apesar de ainda existirem dreas obscuras na compreensao da
etiologia do cancer, ji se tem, hoje, conhecimentos suficientes para embasar que a
quimioterapia utilizada no tratamento do cancer € primordialmente oriunda de recursos
naturais (PINKEL, 2000; DREWS, 2000). Muitas drogas correntemente em uso na terapia do
cancer foram descobertas de forma racional, baseada no desenho da estrutura, € muitas outras
tém sido descobertas por processos empiricos. O sucesso terapéutico dessas substincias
estimula a busca de novos agentes quimioterapicos derivados de produtos naturais. Em paises
em desenvolvimento, como o Brasil, o uso terapéutico de plantas medicinais e seus
manufaturados ajudam a reduzir a importacio de drogas, e ainda incrementa o

desenvolvimento econdmico (FERREIRA, 1998).

Virios estudos sobre o potencial citotéxico in vitro de Annona muricata (extratos,
fracOes e metabdlitos isolados) sobre células tumorais de diversas origens histologicas tém
sido exaustivamente documentados (ALALI et al., 1999; ASSARE et al., 2015; CHEN et al.,
2013; COOTHANKANDASWAMY et al., 2010; INDRAWATTI et al., 2017; KO et al., 2011;
McLAUGHLIN et al., 2008; SABAPATI; PALEI; MOLAKPOGU, 2019; YIALLOURIS et
al., 2018; YUAN et al., 2003).

As drogas anticancer naturais t€ém um baixo custo e varios mecanismos de agdo
possiveis (BAHMANI et al., 2017). A fisiopatologia do cancer por sua vez, tem ganhado
novos enfoques, como a possivel participacio da enzima acetilcolinesterase (AChE) na
modulagdo de alguns tipos de cinceres (PEREZ-AGUILAR et al., 2015). Estudos recentes,
mostram que, a enzima AChE, classicamente conhecida como uma enzima neuroldgica do
Sistema Colinérgico (Parassimpdtico) apresenta diversas fungdes ndo neuroldgicas, tais como
proliferacdo, diferenciacio, apoptose e interacdo célula-célula (CASTRO et al., 2008; SHEN
et al., 2013; PEREZ-AGUILAR et al., 2015). E apartir dos anos 2000, diversas pesquisas tém
sido desenvolvidas na busca de uma melhor compreensdo da correlacio AChE versus cancer
(SILMAN; SUSSMAN, 2005; SOREQ; SEIDMAN, 2001; XI et al.,, 2015; WESSLER;
KIRKPATRICK, 2001; WILLIAMS, 2003).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sabapati%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30663427
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Palei%20NN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30663427
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Por essa Optica, um extrato, fracdo ou molécula isolada, para ser um bom candidato a
farmaco anticancer, é preferivel que nao apresente atividade de inibicao da enzima AChE,
uma vez que esta parece estar associada a uma reducdo da progressdo tumoral (PEREZ-
AGUILAR et al., 2015). Nesse estudo, a fracio FRA ndo apresentou atividade significativa de
inibicdo da AChE in vitro (Tabela 08), o que pode ser considerado fator positivo para

continuidade dos estudos citotoxicos e anticincer de FRA.

No tocante a composi¢do quimica, um extrato ou fragdo, mesmo que apresente algum
grupo quimico majoritétio, é sabido que provavelmente existam outras moléculas, mesmo que
em menor quantidade naquele composto (YANG et al., 2015), e que este misto de diversas
moléculas podem apresentar diversas atividades bioldgicas, inclusive a¢do antioxidante, como
a muitas espécies vegetais. Nesse aspecto, 0s ensaios para verificar o potencial antioxidante
de FRA, por meio de trés diferentes métodos, mostraram-se negativos nas concentracoes
testadas. As abordagens antitumorais cldssicas (ndo cirtrgicas) como a quimioterapia, a
radioterapia e a terapia fotodindmica, matam as células tumorais ao induzir grave estresse
oxidativo, e, o bloqueio da defesa antioxidante nos tumores diminui sua capacidade de
equilibrar o estresse oxidativo e resulta na morte celular (SZNARKOWSKA et al., 2017). E
assim, sabendo que o estresse oxidativo pode estar correlacionado com a atividade citotdxica
de FRA em células tumorais, a auséncia de atividade antioxidante da fracdo FRA mostra-se
como um relevante fator, uma vez que uma possivel acdo antioxidante poderia reduzir a

citotoxicidade da mesma.

Os resultados do presente estudo corroboram com os dados de citotoxicidade
relatados na literatura (BARRETO, 2015), uma vez que a fracdo rica em acetogenina (FRA)
de A. muricata, na concentragdo de 25 pg/mL, ndo apresentou seletividade de acdo sobre as
trés linhagens de células tumorais humanas de origens histolégicas diferentes (leucemia,
glioblastoma e c6lon) utilizadas no processo de triagem de efeitos citotéxicos apds 72 h de

tratamento.

Baseado na auséncia de seletividade, a linhagem de c6lon HCT-116 foi elegida para
se dar continuidade aos estudos preliminares sobre os provdveis mecanismos de acdo
inerentes a fracdo FRA. Ademais, durante as etapas iniciais do processo de desenvolvimento
de novos farmacos anticancer ou congéneres, é importante se avaliar os possiveis efeitos
colaterais (citotoxicos) in vitro sobre células ndo tumorais. Logo, o equilibrio entre os efeitos

terapéuticos e toxicoldgicos de um candidato a nova droga € fundamental para se estabelecer
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a sua aplicabilidade futura. Nesse contexto, as propriedades citotoxicas da fracdo FRA,

também foi avaliada sobre uma linhagem murina de fibroblastos ndo tumorais (L929).

A tabela 9 e a figura 16 mostram que, embora, a fragdo FRA exerca efeitos
citotoxicos sobre a linhagem 1.929, a varidvel tempo de exposi¢do € importante. Culturas de
fibroblastos murinos tratadas com a fracio FRA por 24 e 48 h apresentaram valores de Clso
semelhantes (sem diferencas estatisticas). J& no mesmo periodo de incubacgdo, células de
cancer de c6lon foram mais sensiveis aos efeitos citotoxicos da fracdo FRA. A exemplo,
culturas L929 (Cls0 9,27 ug/mL) foram quase 5 vezes menos sensiveis a fracdio FRA do que
culturas HCT-116 (Clso 1,91 pg/mL). Contudo, ap6s um tempo maior de exposi¢do (72 h), a
fracdo FRA foi igualmente citotoxica, em termos de valores de Clso, para ambas as linhagens.
Essas diferencas, também foram observadas nos ensaios de atividade clonogénica reportados
na tabela 10. A fracdo FRA inibiu a capacidade de ambas linhagens celulares de formacgao de
coldnias (efeitos antiproliferativos). Corroborando com os dados do ensaio colorimétrico do
MTT (Tabela 9 e Figura 16), a linhagem de cancer colorretal HCT-116 foi mais sensivel aos
efeitos citotoxicos da fracdo FRA a partir de uma concentracdo igual a 5 pg/mL, enquanto que
para a linhagem L.929, o namero de coldnias foi reduzido quando as culturas foram expostas a
uma concentracdo duas vezes superior (10 ug/mL). Vale ressaltar que no ensaio de atividade
clonogénica, as células foram tratadas com a fracdo FRA por 12 h e, em seguida, as culturas
foram incubadas por um periodo de 10 dias na auséncia da fragdo FRA. Logo, a toxicidade
celular induzida pela fragdo testada (Tabela 9 e Figura 16) atrapalha os mecanismos
proliferativos (clonogénicos) de ambas as linhagens utilizadas (Tabela 10), sugerindo um
efeito prolongado e persistente da fragdo rica em acetogenina de A. muricata aqui avaliada. A
falta de seletividade da fracdo FRA, para células tumorais € ndo tumorais, € a auséncia de
efeitos hemoliticos, sugere que seus efeitos citotoxicos sejam oriundos de mecanismo(s) de
acdo comum sobre rotas metabdlicas ou macromoléculas intracelulares. Contudo, os dados
das tabelas 9 e 10 podem refletir a existéncia de diferencas bioquimicas ou fisiolégicas entre
as duas linhagens celulares no que tange o modo como cada linhagem lida durante a

exposicao aos constituintes da fracdo FRA.

A principal acetogenina identificada e isolada da fracdo FRA foi a anonacina (Figura
15). Alguns autores tém reportado que a anonacina, de fato, exerce um efeito citotéxico maior
sobre células tumorais em relagdo as ndo tumorais (BARRETO et al., 2015; YIALLOURIS et

al., 2018). Basicamente, tem sido reportado que a anonacina exerce seu efeito citotoxico ao
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inibir o complexo I da respiracio mitocondrial (BARRETO et al.,, 2015; ESCOBAR-
KHONDIKER et al., 2007; McLAUGHLIN, 2008; ZAFRA-POLO et al., 1996). A disfun¢ao
mitocondrial € uma consequéncia da inibicdo da cadeia respiratoria que pode levar ao estresse
oxidativo mediante a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). As células possuem
um extenso sistema de defesas antioxidantes (ex: catalase, glutationa peroxidases (GPx),
superdxidos dismutases (SOD), tioredoxinas etc) que sdao capazes de detoxificar as EROs.
Dentro de um contexto fisiolégico, as defesas antioxidantes intracelulares estdo intimamente
relacionadas ao estado redox e energético das mitocondrias. Se estas organelas estdo estrutural
e funcionalmente preservadas haverd um equilibrio dinAmico entre a produc¢do e detoxificacdao
de EROs. Por outro lado, em caso de disfun¢des mitocondriais as defesas antioxidantes sao
reduzidas e os mecanismos de producdo de EROs irdo imperar. Quando isso acontece, um
ciclo vicioso comeca e o excesso de EROs passa a danificar cada vez mais as mitocondrias,
levando a mais geracdo de radicais livres e perda adicional de capacidade antioxidante.
Durante a disfun¢do da respiracdo mitocondrial, a disponibilidade de ATP também diminui
prejudicando o funcionamento dos mecanismos de corre¢do da respiracao mitocondrial apds a

geracdo de EROs.

Os resultados ilustrados na figura 18 apontam que a fragdo FRA (5 e 10 pg/mL)
provoca uma reducdo do potencial transmembranico mitocondrial (A%¥m) apés 12 e 24 h de
exposicdo. A reducdo do metabolismo energético e o desacoplamento da cadeia
transportadora de elétrons, levando a reducao da producio de ATP, tem sido corroborada com
a reducao do AYm (LINDAHL; OBERG, 1961; PASTORINO et al., 1995; ZAMZAMI et al.,
1995). A manutencdo do A¥Ym ¢ necessario para a sobrevivéncia celular e a ruptura ou o
colapso do A¥Ym ¢ um evento observado em células pré-apoptdticas apds a exposi¢do a
“venenos” mitocondriais, a exemplo da rotenona (DECKWERTH; JOHNSON, 1993;
KROEMER et al., 1995; PETIT et al., 1995). Portanto, estes estudos indicam que os
inibidores do metabolismo energético mitocondrial alteram a fun¢do mitocondrial (reducao do

A¥m) e essa alteracdo € um evento importante na ativagdo da morte celular por apoptose.

Com o intuito de se avaliar o estresse oxidativo induzido apds a exposicdo a FRA,
analisamos o perfil de proteinas carboniladas como um marcador para a detec¢ao de oxidagao
protéica. O grafico da figura 24 mostra que somente foi possivel a detec¢do de proteinas
oxidadas em culturas de células de cancer colorretal apds 12 e 24 h de incubacio com a fragdo

z

FRA (5 e 10 pg/mL). A quantidade de proteinas oxidadas € maior quanto maior for a
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concentracdo e o tempo de exposicdo celular a fracdo FRA, revelando ser um evento continuo
dependente de tempo e concentracdo. Interessantemente, os niveis de proteinas carboniladas
em células HCT-116 pré-tratadas com glutationa expostas a fracdo FRA (5 e 10 ug/mL) sdo
proximos aos detectados nos grupos dos controles negativos (Figura 24). Esse fato vem a
reforcar a grande importancia que os radicais livres exercem sobre os processos de
citotoxicidade induzido pela fracio FRA e corroboram com os dados sobre disfungao

mitocondrial (Figura 18).

Em comparagdo as células ndo tumorais, é sabido que o ambiente redox, de uma
forma geral, é desregulado no ambiente tumoral. O metabolismo mais intenso de células
cancerosas contribui para uma maior producdo de radicais livres, a exemplo de EROs
(POWIS; BAKER, 1996; PERVAIZ; CLEMENT, 2004). Esse excesso de producao de EROs
nio € devidamente regulado pelo fato de algumas enzimas antioxidantes (SOD, GPx,
glutationa redutase e catalase) e vitaminas antioxidantes (C e E) estarem presentes em
concentracoes reduzidas (GUVEN et al., 2000; SENTHIL et al., 2004; BEEVI et al., 2007).
Isso talvez explique as diferencas de sensibilidade (Tabela 9 e Figura 16) a exposicdo da
fracdo FRA entre células de cancer colorretal (HCT-116) e fibroblastos murinos ndo tumorais

(L929).

Em paralelo, para avaliar a participacdo direta da mitocondria sobre o processo de
citotoxicidade da fracdo FRA, foi avaliado o padrdo de fragmentagdo internucleossomal do
DNA de células HCT-116 tratadas com a fracdo rica em acetogeninas. Pois uma caracteristica
marcante da morte celular por apoptose € a fragmentagdo internucleossomica do DNA que
produz fragmentos de DNA de tamanhos varidveis, mas sempre multiplos de 200 pares de
bases nitrogenadas (SARASTE; PULKKI, 2000). E possivel observar na figura 20 que nas
duas concentragdes avaliadas da fracio FRA houve a fragmentacio do DNA nuclear (sub-
Go/G1, hipodipléide) apds o término do tratamento. Contudo, o pré-tratamento com glutationa
exdgena conferiu um efeito protetor sobre o genoma celular, uma vez que, praticamente, as
populagdes (%) celulares com DNA sub-Go/G; foram semelhantes as fragdes populacionais
encontradas nos controles negativos (Figura 20). Esses achados ressaltam que o aumento na
producgdo de radicais livres vem atuando como agente importante sobre o processo de morte

celular.

A correlacdo entre a redugdo do AWYm e a fragmentagao internucleossomal do DNA

indica que a disfuncdo mitocondrial € um processo mandatério e irreversivel durante o
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processo de morte celular via apoptose. A fosfatidilserina é um fosfolipidio de membrana
interna que sofre externalizagc@o para a superficie da membrana plasmatica durante o processo
apoptotico. A anexina V € uma proteina cédlcio-dependente que possui uma alta afinidade pela
fosfatidilserina e, portanto, pode se ligar a fosfatidilserina externalizada na célula em apoptose
(KRYSKO et al., 2008). Os dados representados na figura 21 mostram que houve um
aumento de células em processo de morte por apoptose baseada na deteccdo de populagcdes
(%) célulares marcadas com anexina V. Da mesma forma como observado nos experimentos
na presenca de glutationa (Figuras 17, 20 e 24), a fracdo FRA (5 e 10 pg/mL) nédo foi capaz de
induzir morte celular (Figura 21). Como esperado, diferentemente do H>O» (controle
positivo), cujo seus efeitos deletérios celulares estdo relacionados a oxidagdo de
macromoléculas, a glutationa ndo foi capaz de proteger as células tratadas com doxorrubicina
(Figura 17), uma vez que, mesmo que a doxorrubicina produza radicais livres ela possui mais
de um mecanismo de agdo citotéxico. A grande protecdo conferida pelo pré-tratamento com
glutationa as células de cancer colorretal, de fato, pde luz sobre a participacdo significativa de

radicais livres como principal agente mediador de morte celular.

Alguns autores tém reportado que acetogeninas induzem morte celular via apoptose
mediante a producdo de radicais livres (FATO et al., 2009; PEDRO et al., 2013a; PEDRO et
al.,, 2013b; HAN et al., 2015). Uma das diversas consequéncias derivadas do excesso de
radicais livres no ambiente intracelular é a oxidacdo de macromoléculas como proteinas e
DNA, por exemplo. As lesdes oxidativas do DNA sdo consideradas como a mais severa
alteracdo de uma macromolécula intracelular. O ensaio do cometa (alcalino e neutro) foi
utilizado no presente estudo para averiguar se o tratamento com a fracio FRA induziria lesdes

sobre 0 material genético.

O ensaio do cometa nio tem por finalidade detectar mutacdes a nivel génico, mas
lesdes gendmicas. Tais lesdes, a depender de sua natureza, podem ser reparadas mediante
expressao de vérios genes envolvidos nos mais variados mecanismos de reparo do DNA
(SLUPPHAUG et al., 2003). Verificou-se que a fragdo FRA, na versdo alcalina do ensaio,
induziu danos ao DNA de células HCT-116 (Figura 22) nas duas concentracdes estudadas (5 e
10 ug/mL) apds 12 e 24 h. E que de forma mais especifica, na versdao neutra do ensaio,
também foi capaz de induzir quebras de fita dupla de DNA em células HCT-116 (Figura 23).
Ou seja, parte das lesdes de DNA detectadas na versdo alcalina do ensaio do cometa (Figura

22) eram formadas por lesoes de dupla fita (Figura 23).
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As lesdes de dupla fita da molécula de DNA sio lesdes dificeis de serem reparadas,
podendo ativar mecanismos de morte celular ou induzir mutacdes deletérias. Além disso, as
lesdes de fitas simples podem ser convertidas em quebras duplas durante o progresso da
forquilha de replicacio (KHANNA; JACKSON, 2001; KUZMINOV, 2001). Embora as
células mantenham a capacidade de sobreviver a baixos niveis de danos ao DNA, as lesdes de
dupla fita ndo corrigidas sdo, frequentemente letais (RICH; ALLEN; WYLLIE, 2000). A
resposta ao estresse genotoxico gira em torno de uma complexa rede de interagdes, o que
inclui a alteracdo dos niveis de transcritos primdrios de vdrios genes levando a ativacdo ou
repressao de vias envolvidas nos processos de reparo das lesdes de DNA, na sobrevivéncia ou

morte celular (ELLINGER-ZIEGELBAUER et al., 2009).

As grandes quantidades de radicais livres ndo neutralizadas pelas defesas
antioxidantes intracelulares podem oxidar as bases nitrogenadas do DNA e comprometer a
estabilidade genomica. Por exemplo, o excesso de radicas hidroxila (OH) pode reagir
(oxidar) com a base purinica guanina no DNA e converté-la em 8-hidroxi-2-deoxiguanosina
(8-OHdG), que constitui um dos principais marcadores de oxidacdo de bases do DNA
induzidas por radicais livres. Um dos principais mecanismos de corre¢cdo das lesdes oxidativas
de DNA, € a enzima 8-oxo-guaninaglicosilase humana (hOGG1), que remove a base oxidada
8-OHdG do DNA (MISTRY; HERBERT, 2003). Bases pirimidicas oxidadas, incluindo a
timina, uracil e citosina glicol, que sdo produtos de consecutivas reacdes com o radical OH",
também podem ser detectadas pelo ensaio do cometa alcalino mediante a acdo da enzima

endonuclease III (Endo III).

Logo, para avaliar a presenca de 8-OHdG e pirimidinas oxidadas, foi realizado o
ensaio do cometa alcalino na presenca das enzimas h-OGGI1 e Endo IIl. Os resultados
mostraram que a migracdo do DNA apods a incubag@o com as enzimas foi significativamente
maior quando comparadas aos experimentos realizados na auséncia de h-OGG1 (Figura 22) a
partir de 12 h de exposicdo, devido a conversao dessas bases oxidadas em quebras de fita
simples, indicando a presenca de bases nitrogenadas oxidadas no DNA de células HCT-116
tratadas com a fracdo FRA. A andlise do conjunto de dados gerados pelas variacdes de
protocolo do ensaio do cometa associados aos resultados discutidos acima, em células de
cancer colorretal HCT-116, sugere que a fracdo rica em acetogeninas FRA nao induz lesdes

diretas (ex; formacdo de adutos de DNA, alquilacdo, intercalagdo etc.) sobre o material
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genético. As lesdes do DNA detectadas nas células HCT-116 sdo oriundas da produgdo

exacerbada de radicais livres, provavelmente, geradas a nivel mitocondrial.

Mediante os efeitos citotoxicos exercidos pela fragio FRA sobre células HCT-116
supracitados (redu¢ao do AWm, producdo de EROs, oxidagdo protéica e danos ao DNA),
verificou se tais eventos, de certa forma, poderiam implicar em um distirbio sobre o
progresso do ciclo celular, tendo em vista que existem pontos de checagem que controlam a
progressao do ciclo celular. Os pontos de checagem sdo sistemas enzimaticos distribuidos ao
longo das fases do ciclo celular (Gi1, S e G2) que podem influenciar a sobrevivéncia ou morte
celular. A andlise do ciclo celular mostrou que a fracio FRA (5 e 10 pg/mL) induziu um
acumulo de células HCT-116 na fase Go/G; do ciclo celular e uma ligeira reducdo de células

em fase ativa de sintese de DNA (Figura 19).

O controle preciso do ciclo celular requer regulacao por muito fatores intrinsecos e
extrinsecos. Alguns estudos tém apontado que o estado metabdlico celular (concentracdo de
glicose, hipdxia, privacdo de nutrientes etc.) pode influenciar o controle sobre a progressdao do
ciclo celular (HOLLEY; KIERNAN, 1974; DIGREGORIO; UBERSAX; O’FARRELL,
2001). A energia celular € em grande parte derivada do processo de fosforilacao oxidativa na
mitocondria. Porém, sabe-se relativamente pouco sobre como a demanda energética durante a
proliferacdo celular € utilizada ou coordenada com o metabolismo mitocondrial. Em células
de mamiferos, foi demonstrado que a disponibilidade de pequenos nutrientes, como glicose e
aminodcidos, bem como variagdes dos niveis de oxigénio afeta a progressdo do ciclo celular
(HOLLEY; KIERNAN, 1974; GRAEBER et al., 1994). A limitacao de glicose e deplecdo de
ATP também pode levar ao acimulo de células em G1 (JONES et al., 2005). O conceito de
um ponto de checagem metabdlico ndo implica apenas a integracdo de estimulos de
crescimento externos e disponibilidade de nutrientes, mas também a potencial sincronizagdo
do metabolismo mitocondrial intrinseco com a progressdo do ciclo celular. No entanto,
relativamente pouco se sabe sobre qualquer ligacdo entre bioenergética mitocondrial e

progressao do ciclo celular.

Por outro lado, nem sempre € possivel extrapolar os resultados encontrados in vitro
para modelos in vivo, uma vez que o animal tem metabolismo complexo, que, ndo estdo
presentes nos ensaios in vitro. Portanto, torna-se necessdria a realizacdo de estudos em
modelos animais, que representam um poderoso sistema experimental para uma melhor

compreensdo da patologia do cancer em humanos. Os modelos animais mais comuns sao 0s
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pequenos roedores (ratos, camundongos e hamsters). Os modelos de desenvolvimento de
cancer em camundongos, sdo muito bem aceitos para esclarecer os conceitos de tumorigénese,
uma vez que esses animais possuem sistemes, 6rgaos e genes muito semelhantes aos humanos
(KAMB, 2005). Na oncologia experimental, cada tipo de tumor tem sua especificidade por

espécie e/ou linhagem animal.

Nesse aspecto, ap6Os realizar estudos in vitro com a fracdo FRA frente a células
tumorais da linhagem HCT-116 e células ndo tumorais da linhagem 1929, determinar a
citotoxicidade e verificar possiveis mecanismos de a¢do, a fragdo FRA foi testada in vivo em
dois modelos murinos: tumor Sarcoma 180 implantado em camundongos (Mus musculus),
linhagem swiss e tumor Walker 256 implantado em rato (Rattus novergius), linhagem wistar.
O Sarcoma 180 € um tumor indiferenciado, origindrio de camundongo e foi descrito pela
primeira vez em 1914 (STEWART et al., 1959). E uma das linhagens celulares mais
frequentemente usadas na pesquisa de atividade antitumoral in vivo (KAMB, 2005;
MAGALHAES et al., 2006). O carcinosarcoma de Walker 256 é uma linhagem tumoral

largamente usada em modelos com rato wistar.

Estudos com extratos oriundos de A. muricata ja foram desenvilvido no LOE. Rios
(2013) realizou estudos in vitro e in vivo do extrato acetonico das sementes de A. muricata. O
ensaio in vivo foi realizado nas doses de 7,5; 15 e 30mg/kg/dia por via oral em camundongos
transplantados com Sarcoma 180. O grupo tratado com 30 mg/kd/dia deste extrato, teve
reducdo de 48,41% do crescimento tumoral. O outro estudo, foi desenvolvido por Oliveira
(2012), no qual testou o extrato acetdnico das folhas de A. muricata in vitro e in vivo. Em seus
ensaios in vivo, Oliveira (2012) tratou os animais com o referido extrato nas doses de 25 e 50
mg/kg/dia (modelos de Sarcoma 180 em camundongos swiss e tumor Walker 256 inoculado
em rato wistar). Em ambos os modelos, houve inibicio do crescimento tumoral. Vale
ressaltar, que apesar de os extratos usados por Rios (2013) e Oliveira (2012) e a fracio FRA
usada nesse experimento serem origindrios de diferentes partes da planta (sementes e folhas)
ou por diferentes métodos de extragdo, esses trés compostos t€m em comum, o fato de

apresentarem em suas composi¢des, acetogeninas anondceas.

No tocante a estudos farmacoldgicos, para testar a possivel aplicabilidade
farmacoldgica de um composto ou molécula, o indice de seletividade, ou seja, o balango entre
os efeitos terapéuticos e toxicoldgicos € um parametro de grande relevancia (ANAZETTI et

al., 2003). Nesse trabalho, a toxicidade aguda pelo método up-and-down foi realizada e o
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programa estatistico extipulou que FRA apresenta DLsy com valor de 92 mg/kg/dia em

roedores. Portanto, FRA apresentou-se mais téxica do que os extratos brutos das sementes e

folhas de A. muricata (RIOS, 2013; OLIVEIRA, 2012).

No estudo de inibicdo do crescimento tumoral de Sarcoma 180 (Experimento 1),
FRA inibiu o volume (Figuras 25) e o crescimento tumoral de Sarcoma 180 apds oito dias de
tratamento nas trés concentragdes testadas (20, 30 e 40 mg/kg/dia) (Figuras 27). No entanto, o
grupo tratado com FRA 20 mg/kg/dia, apesar de apresentar reducdo do volume e do peso
tumoral, ndo apresentou diferenca estatistica quando comparado ao controle negativo. Na
maior dose, FRA inibiu 58,54% do crescimento tumoral, 0 que mostra o potencial de FRA no
combate ao cancer. O grupo tratado com 30 mg/kg/dia nesse estudo, inibiu 41,97% do
crescimento tumoral, resultado préximo aos valores de inibi¢ao tumoral do extrato acetonico
das sementes de A. muricata encontrados por Rios (2010): 48,41% neste mesmo modelo

experimental.

No tocante a toxicidade, um dos aspectos mais simples e faceis de serem avaliados
quando o organismo € submetido a um tratamento é o peso corpdreo (OLIVEIRA, 2013). O
peso dos camundongos submetidos a administracdo de FRA ndo foi alterado com o passar dos
nove dias de tratamento em nenhum dos grupos, indicando que ndao houve interferéncia no
crescimento dos animais. As andlises histopatoldgicas de tecidos tumoral e dos 6rgaos dos

animais tratados no Experimento 1, ndo apresentaram sinais de toxicidade associados a FRA.

O figado dos animais tratados com o controle negativo (apenas com o veiculo) e
aqueles tratados com FRA, apresentou sinais de esteatose microvesicular e aumento do
nimero de dreas circunscritas de edemas, mas sem sinais de necrose. Como o Unico grupo a
ndo apresentar tais alteragdes foi o grupo tratado com Ciclofosfamida, aplicada via
intraperitoneal, suspeita-se que tais alteragdes sejam oriendas do veiculo usado (Tween 80 a
3%) e nao de FRA. Quanto aos pulmdes, os animais dos grupos tratados por via oral (controle
negativo e FRA) apresentaram caracteristicas pulmonares semelhantes: espacos alveolares
vazios e com pleura integra, mas com presenca de células mononucleares e hemacias, o que se
pode suspeitar de pneumonite. Assim como as alteracdes hepdticas, as alteracdes pulmonares
possivelmente também ndo foram causadas por FRA. Os demais 6rgdos avaliados (rins,
estbmago e bago), ndo apresentaram alteracdes. Portanto, com auséncias de toxicidade,

inflamacao e/ou necrose.
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Um importante parametro de efeito indesejavel de uma droga, s@o as avaliagdes de
genetoxicidade. Nesse estudo, nos animais do Experimento 1, ndo foi detectada indice de
dano ao DNA (ensaio do cometa alcalino, Figura 28). No entanto, na avalia¢do da inducdo de
micronucleo, o grupo tratado com FRA 40 mg/kg/dia apresentou-se positivo (Figura 29). De
acordo com Ribeiro e Marques (2003), o ensaio do microntcleo (MN) € o ensaio in vivo mais
amplamente utilizado para detectar possiveis agentes aneugénicos (que induzem aneuploidia
ou segregacdo cromossOmica anormal) e agentes clastogénicos (que quebram cromossomos).
MN sdo estruturas presentes no citoplasma de células que se encontram em divisdo, e
possuem caracteristicas cromatinicas semelhantes as do nucleo principal, sendo formados por
fragmentos acéntricos ou por cromossomos inteiros que se atrasam durante a anafase. Quando
aparecem nas células-filha, € em decorréncia de danos induzidos nas células parentais. Os
fragmentos cromossdmicos que resultam de quebras podem ndo ser incorporados no nicleo
principal das células-filha ap6s a mitose. Nesse caso, uma membrana nuclear se forma em
volta do fragmento, que serd visivel como um pequeno (micro) nicleo separado do nicleo

principal da célula, por isso o0 nome.

Em resumo, os dados encontrados no Experimento 1, indicam que FRA apresenta
poucos sinais de toxicidade e significante atividade inibidora do crescimento tumoral no

modelo testado (Sarcoma 180 implantado em camundongos swiss).

De acordo com Oliveira (2012), o carcinossarcoma de Walker 256 (tumor de rato),
apresenta maior resisténcia a acdo dos agentes antineoplasicos quando comparado ao Sarcoma
180. Para avaliar o potencial de inibicdao tumoral de FRA, testamos essa fracdo em modelo de
Walker 256 implantado em rato wistar (Experimento 2) e encontramos resultados semelhantes
aos encontrados no Experimento 1 (Sarcoma 180 implantado em camundongos swiss): FRA

40 mg/kg/dia inibiu o crescimento tumoral em 59,17% e 60,47% respectivamente.

No experimento 2, o parametro de afericdo do volume tumoral, a partir do 5° dia de
tratamento, apesar de ndo apresentar diferenca estatistica significativa (possivelmente devido
a subjetividade da analise), percebe-se que FRA inibiu o volume tumoral (Figura 30). De
forma mais precisa, a inibicdo do crescimento tumoral € apresentada na Figura 31 e Tabela
14. FRA nas doses de 20 e 40 mg/kg/dia inibiu respectivamente 44,56 e 59,17%. Esses
resultados sdo diferentes dos resultados apresentados por Oliveira (2012) neste mesmo
modelo de cancer, no qual apenas os animais tratados com a maior dose de extrato acetonico

de A. muricata (50 mg/kg/dia) apresentou inibicao do crescimento tumoral (90,0%).
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A espécie A. muricata é apontada por alguns estudos como neurotdxica e pode estar
associada a causa de um tipo raro de Parkinson em Guadaloupe (conjunto de ilhas caribenhas
sob dominio francés (LANNUZEL, 2002; 2003; 2006). No entanto, os animais tratados por
sete dias consecutives com FRA (20 e 40 mg/kg/dia) ndo apresentaram alteracdes de
coordenacdo motora no teste de Rotarod. Esse dado ndo descarta a possivel atividade
neurotéxica de A. muricata, mas mostra que, se houver dano dopaminérgico, que resulta na
exacerbagdo colinérgica (sintomas parksonianos) em animais tratados com extrato e/ou
fracdes oriundas desta espécie, ocorre apenas em periodos maiores que sete dias ou ainda,
mesmo que de alguma forma FRA tenha causado algum dano no sistema nervoso dos animais

tratados, esse dano nao foi suficiente para causar alteracoes motoras.

De forma geral, os animais do Experimento 2 ndo apresentaram sinais e/ou sintomas
de toxicidade. Nao houve alteracdo no tamanho dos 6érgdos baco (Figura 32), figado, rins,
estbmago e pulmdes (Tabela 15). A normalidade dos parametros bioquimicos estudados
(ALT, AST, creatina, ureia, fosfatase alcalina e albumina) nos animais tratados com FRA
reforcam a seguranca desta fracdo (Tabela 15). Esses dados bioquimicos, foram diferentes dos
resultados encontrados por Oliveira (2012), nos quais os animais tratados com 25 e 50
mg/kg/dia de extrato acetonico de folhas de A. muricata, elevaram significativamente a
dosagem de ALT e o grupo tratado com a maior dose, rediziu a creatina no sangue dos

animais tratados durante o ensaio antitumoral.

FRA ndo causou nenhuma alteracdo hematologica na dose de 20 mg/kg/dia. Na
maior dose, 40 mg/kg/dia, apenas dois parametros hematoldgicos tiveram alteracdes. A
concentracdo de hemoglobina corpuscupar média (CHCM) apresentou uma discreta redugao
nos animais deste grupo, que também reduziu os granuldcitos. Os demais parametros

avaliados apresentaram normalidade (Tabela 16).

Complementando os achados do Experimento 2, anélises histolégicas dos tumores
evidenciaram necrose coagulativa em todos os grupos tratados. No entanto, os grupos tratados
com FRA (20 e 40 mg/kg/dia) apresentaram significativa reducdo de figuras de mitose,
corroborando com os achados in vitro, que indicam que FRA prende a célula tumoral em
GO0/G1 (Figura 19). Os achados histolégicos dos pulmdes dos ratos deste experimento,
sugerem a possibilidade de pneumonite em ambos os grupos tratados por via oral, incluindo o

controle negativo. Logo, assim como as alteracdes pulmonares encontradas nos camundongos
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(Experimento 1), ndo se pode associar essas alteracdes a FRA, uma vez que os animais

tratados apenas com o veiculo (controle negativo) também apresentaram.

Assim como os camundongos do Experimento 1, os ratos tratados no Experimento 2
também apresentaram alteracdes hepdticas em todos os grupo, com tumefagdo de celular
intensa, além da presenca de células inflamatdrias nos grupos tratados com FRA. Dentre as
andlises histoldgicas, os achados do figado dos animais tratados nesse experimento foram as
alteracdes mais acentuadas possivelmente causadas por FRA. A presenca de células
inflamatodrias ora dispersas, ora em ninhos, ora perivasculares, além de hemorragia sinusoidal,
somente nos grupos tratados com FRA, sdo indicativos de lesdes celulares reversiveis com
possivel regressdo apds ajuste de dose, pois ndo foi encontrada fibrose em nenhuma das
amostras analisadas. Faz-se uma observacdo adicional em relacdo ao grupo controle, o qual

apresentou muitas alteracdes de toxicidade ndo esperada.

Os demais orgdos avaliados (estobmago e baco) dos ratos tratados com FRA, assim
como os camundongos, ndo apresentaram alteracdes. Apenas os animais do grupo controle
positivo (ciclofosfamida 25 mg/kg/dia) apresentaram atrofia da polpa branca e vermelha do
baco, corroborando com os achados do peso dos 6rgdos, no qual o tamanho do bago dos

animais desse grupo apresentaram consideravel reducdo (Figura 32; Tabela 14).

Corroborando com os dados encontrados no Experimento 1, os dados encontrados no
Experimento 2 reforcam que FRA apresenta poucos (e reversiveis) sinais de toxicidade e
considerdvel atividade inibidora do crescimento tumoral no modelo testado (Walker 256

implantado em ratos wistar).

De forma geral, pode-se afirmar que esse estudo permitiu o alcance de uma melhor
compreensdo dos possiveis mecanismos de acdo, assim como toxicidade e atividade

antitumoral de uma fragdo rica em acetogeninas.



7. CONCLUSAO

Corroborando com a literatura sobre possiveis mecanismos de acdo das acetogeninas,
pode-se afirmar que o mecanismo de acdo de FRA frente a células tumorais ocorra por via
mitocondrial e ndo via nuclear, uma vez que os ensaios de dano ao DNA e oxidagdo proteica
sO apresentam alteracOes apds 12 h de tratamento. Reforcando essa teoria, FRA causou
despolarizacdo de membrana mitocondrial, o que pode desencadear potente estresse
oxidativo, justificando os dados encontrado nesse estudo. Por outro lado, o pré-tratamento

com GSH-OEt exerce potente efeito protetor sobre as células tratadas.

Assim como nos ensaios in vitro, FRA apresentou inibi¢do do crescimento tumoral
em modelos murinos frente as linhagens tumorais Sarcoma 180 e Walker 256, sem causar
efeitos toxicos significativos nos animais durante o periodo de tratamento. Pontanto, FRA
surge como um possivel candidato a fitofarmaco anticancer, e, novos estudos sdo necessarios
para uma melhor compreensdo de seus mecanismos de a¢do, farmacocinética e toxicidade a

médio e longo prazo.
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Anexo I — Protocolo do Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFC)

a

Universidade Fedezul do Ceardy
Comisso de Etica no Uso de Animais - CEUA
Rux: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Todtilo
Cep: 60430-970 Fortalezs-CE

CERTIFICADO

Cenificamos que o projeto  intiulade  “ESTUDO  TOXICOLOGICOS PRE-
CLINICOS E ANTICANCER DA ANONACINA ISOLADA DE ANNONA MURICATA L.",
protocolo " 132017, sob-responsshilidade da Prof. Dr. Manoel Odoaco de Momes Filbo, que
cavelve @ produgio, manutengdo eou ubilizagdo pertencentes o filo Chordata, subfilo Vertebrata
{exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica » encontra-se de acordo com o5 preceitos da Lei
11.79%4, de o8 de putubro de 2008, do Decreto 6899 de 13de julbo de 2009, ¢ com as pormas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagiio Animal (CONCEA) ¢ foi adotado
pelo Calégio Brasileiro de Experimentago Animal (COBEA), foi aprovado pela Comissio de Frica
ne Uso de Animais (CEUA-UFC) da Universidade Federal do Ceard, em reunifio em 28 de margo
de 2017,

Vigéneia do projeto | 03,04/2007 & 101072017

- Camundongn heteropénicos Swiss - 67

25 —30g / 8 samamas — 56 Maches ¢ 16 Fémeas
- Camundongoes isog&nico Black C37TBLYG ~
Fspécie/Linhagem 18g - 8 semanas — 60 - Machos

- Camundongo transgénico nude atimicos - 18g
£ semanas — 48- Machos

- Rato beterogéaico Wistar — 180g — 8 scmansas-

_|32-Maches
N® de Animais N B ' 27
Pesovidade -
Sexo -
Origem Bintério Central da UFC

Fomtaleza, 30 de morgo de 2017

Mo, Jod B

Prof. Dr. Alexandre Have Binds
Coordenador do CEUA - UFC
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