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RESUMO

Plantas do género Campomanesia ssp, pertencem a familia Myrtaceae, possuindo 36 espécies
conhecidas, sendo 31 delas na flora brasileira e sdo produtoras de substancias com propriedades
bioldgicas importantes tais como anti-inflamatoria, antidiarreica, antimicrobiana e apresentam
também atividades antioxidantes. Selecionamos trés espécies do género Campomanesia ssp,
C.adamantium; C. pubescens e C. sessiliflora, mais frequentes no Cerrado do MS, para estudos
de toxicidade e atividade anticancer. Desta forma, realizou-se a triagem da atividade anticancer
e toxicidade de extratos aquosos e etandlicos de folhas das espécies C. adamantium, C.
pubescens e C. sessiliflora, usando modelo de cultura celular em monocamada em linhagens
neoplasicas humanas e ndo neoplasicas: 786-0 (adenocarcinoma renal), HEP-G2
(hepatocarcinomma — figado), HT-29 (adenocarcinoma colon), MCF-7 (adenocarcinoma de
mama), MDA-MB- 231 (adenocarcinoma de mama triplonegativo) e NIH-3T3 (fibroblasto
murino), pelo método de sulforrodamina B, e a atividade apoptdtica foi avaliada pela marcacéao
com corantes fluorescentes. Foram selecionadas duas linhagens para avaliacao de apoptose com
brometo de etidio e laranja de acridina (786-0 e MDA-MB-231). O extrato etandlico da C.
adamantium apresentou efeito antiproliferativo e estimulo a apoptose na maior concentracdo
testada em ambas as linhagens celulares enquanto o extrato aquoso se mostrou inativo. A
espécie C. pubescens apresentou atividade citotdxica contra as células de cancer, com extrato
aquoso: 786-0 (69,18 pg/mL), MDA-MB-231 (66,65 pug/mL) e HEPG2 (69,43 pg/mL), sem
toxicidade contra as células NIH/3T3 (158,02 pg/mL) , porém sem atividade de estimulo a
apoptose para 0s extratos aquosos e etandlicos. A espécie C. sessiliflora, extrato etandlico,
apresentou maior destaque com estimulo a apoptose contra as células de cancer de 786-0
(116,25 pg/mL) e MDA-MB-231 (196,42 pg/mL) apresentando relativa toxicidade frente as
células ndo tumorais. Estes resultados demonstram a heterogeneidade de compostos entre 0s
extratos aquosos e etandlicos e entre as espécies, com indicacdo de causar dano celular com
estimulo de apoptose. As espécies estudadas apresentam potencial para continuidade dos

estudos a fim de elucidar a toxicidade a atividade anticancer.

Palavras-chave: Campomanesia, cancer, citotoxicidade



ABSTRACT

Plants of the genus Campomanesia ssp belong to the Myrtaceae family, with 36 known species,
31 of them in the Brazilian flora and are producers of substances with important biological
properties such as anti-inflammatory, antidiarrheal, antimicrobial and also antioxidant
activities. We selected three species of the genus Campomanesia ssp, C. adamantium; C.
pubescens and C. sessiliflora, which are more frequent in the Cerrado of MS, for toxicity and
anticancer activity studies. Thus, the anticancer activity and toxicity screening of aqueous and
ethanolic extracts of leaves from C. adamantium, C. pubescens and C. sessiliflora species was
performed using monolayer cell culture model in human neoplastic and non-neoplastic cell
lines: 786-0 (renal adenocarcinoma), HEP-G2 (hepatocarcinoma - liver), HT-29 (colon
adenocarcinoma), MCF-7 (breast adenocarcinoma), MDA-MB- 231 (triple-negative breast
adenocarcinoma) and NIH-3T3 ( murine fibroblast), by sulforrodamine B method, and
apoptotic activity was evaluated by fluorescent dye labeling. Two strains were selected for
apoptosis evaluation with ethidium bromide and acridine orange (786-0 and MDA-MB-231).
The ethanolic extract of C. adamantium showed antiproliferative effect and apoptosis
stimulation at the highest concentration tested in both cell lines while the aqueous extract was
inactive. The species C. pubescens showed cytotoxic activity against cancer cells, with aqueous
extract: 786-0 (69.18 pg/mL), MDA-MB-231 (66.65 pg/mL) and HEPG2 (69.43 pg/mL),
without toxicity against NIH/3T3 cells (158.02 pug/mL) , but without apoptosis stimulating
activity for aqueous and ethanolic extracts. The species C. sessiliflora, ethanolic extract,
showed more prominence with apoptosis stimulation against 786-0 (116.25 pug/mL) and MDA-
MB-231 (196.42 pg/mL) cancer cells, presenting relative toxicity against non-tumor cells.
These results demonstrate the heterogeneity of compounds among the aqueous and ethanolic
extracts and among the species, with indication of causing cellular damage with apoptosis
stimulation. The species studied present potential for further studies to elucidate the toxicity

and anticancer activity.

Keywords: Campomanesia, cancer, cytotoxicity



1. INTRODUCAO

O patriménio natural brasileiro de grande relevancia mundial é caracterizado pela
extensdo continental e variedade ecossistémica dos biomas através da diversidade e endemismo
das espécies bioldgicas (ASSUNCAOQ; FELFILI, 2004). Dentre esses biomas, a riqueza da flora
do Cerrado brasileiro é considerada como a segunda maior reserva genética de espécies nativas
do Pais. Essa caracteristica contribui para estudos voltados a produtos naturais com atividade
bioldgica para o uso de plantas na medicina tradicional e para uso comercial na producéo de
produtos fitoterapicos (KLINK; MACHADO, 2005; RODRIGUES et al., 2020; VIEIRA et al.,
2018).

Produtos naturais tem se demonstrado como potencial terapéutico ao longo dos anos. Nos
ultimos 30 anos, de 1328 medicamentos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA),
24% deles sdo feitos a partir de produtos naturais ou derivados destes, e 0 nimero cresce em
relacdo as drogas anticancerigenas, onde 49% das 174 drogas disponiveis no mercado sdo
obtidas através de protdtipos de produtos naturais ou seus derivados (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Plantas do género Campomanesia ssp, pertencem a familia Myrtaceae, possuindo 36
espécies conhecidas, sendo 31 delas na flora brasileira e sdo produtoras de substancias com
propriedades bioldgicas importantes tais como anti-inflamatdria, antidiarreica, antimicrobiana
(BRANDELLI et al., 2011; DE SOUZA et al., 2014; RODRIGUES; CARVALHO, 2001) e
apresentam também atividades antioxidantes (COUTINHO et al., 2008; PASCOAL et al.,
2011; RAMOS; CARDOSO, 2007), que sdo atribuidas principalmente a presenca de compostos
fenolicos, flavondides, chalconas, carotendides e vitaminas (COUTINHO et al., 2009).

No Mato Grosso do Sul o fruto da espécie Campomanesia spp. (guavira) foi declarada
como simbolo do Estado (Lei Estadual N° 5.082, 07 de novembro de 2017) uma vez que é uma
espécie que tem contexto histérico regional pela importancia cultural dos guavirais e do
consumo da fruta, bem como de produtos originados desta. Desta forma o estudo desta espécie
vem sendo estimulado nos Seminarios Estaduais da Guavira, de forma que possa gerar produto
e renda. As folhas e frutos de C. adamantium tém efeito anti-inflamatorio, antidiarreico e
antisséptico para o trato urinario. A infusdo das folhas pode ser usada para obter efeito
antirreumatico e para diminuicao de colesterol no sangue (BIAVATTI et al., 2004).

A Campomanesia pubescens, € um arbusto frutifero cujos frutos apresentam polpa
suculenta de sabor caracteristico (LORENZI, 2006) e sdo muito consumidos in natura ou na

forma de bebidas alcoolicas e doces. (ALICE, 1995). O uso das folhas e cascas do caule na
14



medicina popular sdo utilizadas na forma de decoccdo ou infuséo, no tratamento de infecgdes
urinérias e gastrointestinais (RODRIGUES; CARVALHO, 2001).

A Campomanesia sessiliflora, € uma planta com poucos estudos sobre suas atividades
farmacologicas (ALICE, 1995; DE CASTRO et al., 2020), conhecida como guabirobeira-verde
(LORENZI, 2006). Estudos com extratos etandlicos das folhas de C. sessiliflora demonstraram
atividade fotoprotetora (CATELAN et al., 2019).

Neste contexto, selecionamos trés espécies do género Campomanesia ssp, C.
adamantium; C. pubescens e C. sessiliflora, por serem espécies bastante utilizada na medicina
popular e na fruticultura, além de serem as mais encontradas no Cerrado do MS. Séo
necessarios mais estudos quanto a sua toxicidade e atividades bioldgicas. Este estudo tem a
proposta de investigar a toxicidade, a atividade anticancer de extratos aquosos e etandlicos
de folhas das espécies do género Campomanesia (C. adamatium, C. pubescens e C. sessiliflora)
em cultura de células de linhagens neoplésicas humanas e ndo neoplasicas como: 786-0
(adenocarcinoma renal), HEP-G2 (hepatocarcinoma), HT-29 (adenocarcinoma célon), MCF-7
(adenocarcinoma de mama), MDA-MB- 231 (adenocarcinoma de mama triplonegativo) e NIH-
3T3 (fibroblasto murino).
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 FITOTERAPIA CONTEMPORANEA / PRODUTOS NATURAIS

As plantas como uso popular recorrem de influéncias de culturas orientais e ocidentais
pelo uso das plantas in natura ou secas sob a forma de infusdes, decoctos, macerados de forma
aleatdria e sem padronizacdo (TYLER et al., 1981). A partir destes conhecimentos e dos
incentivos de politicas de uso de plantas, estudos de eficacia e seguranca foram sendo
desenvolvidos e novos produtos sendo registrados em 6rgdos reguladores como a Agéncia
Nacional de Vigilancia sanitaria no Brasil e assim comercializados como fitoterapicos. Desde
a criacdo da ANVISA, 1.185 fitoterapicos foram registrados. Em 2021, apenas 336 (28%)
estavam com registros validos. Uma das explicacfes é que a maioria destes registros eram de
produtos de espécies exoticas. Assim, constata-se que h& poucos estudos cientificos sobre as
plantas nativas, evidenciando uma area que precisa ter maior estudo (BRASIL, 2014b).

O conhecimento sobre as terapias de origem natural tem evoluido de forma gradual e
paralela a evolucdo da histéria humana. Sdo muitos exemplos de espécies utilizadas na pratica
tradicional que favorecem a farmacologia com o uso de principios ativos, uma ciéncia chamada
etnofarmacologia (DE SOUZA et al., 2017).

Com essa concepgdo, os estudos etnofarmacoldgicos sdo usados para delineamento
experimental, que tem como objetivo o estudo da espécie como um farmaco em potencial,
demonstrando qual acdo farmacoldgica tem maior potencial que validem sua indicacao
(ALMEIDA, 2011).

Como estratégia para estimular o uso da medicina tradicional e a medicina
complementar alternativa, em maio de 2005 a Politica Nacional de Medicina Tradicional e
Regulamentacdo de Medicamentos Fitoterapicos, discutiu a situacdo mundial a respeito dos
fitoterapicos no Brasil. A inclusdo deveu-se do fato do pais ter a maior diversidade genética
vegetal do planeta, 6 biomas com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado
entre 350.000 e 550.000 espécies, dentre as quais 30% tém potencial para producdo de
medicamentos e também, por ter a tradicdo do uso de plantas medicinais vinculada ao
conhecimento popular (EMBRAPA, 2021; MING et al., 2012).

No Brasil, 0 Ministério da Saude através da Portaria n°® 971 de 3 de maio de 2006
disponibilizou opgdes terapéuticas e preventivas aos usuarios do Sistema Unico de Salde

(SUS), dentre elas o uso de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos além de afirmar,
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baseado em levantamento realizado em 2004, que 116 municipios de 22 estados brasileiros
fazem uso da fitoterapia, e para aumentar o uso de produtos naturais como fitoterapico é preciso
estudos acerca de atividades farmacoldgicas das espécies (BRASIL, 2006).

E importante destacar os termos que referenciam o uso de plantas medicinais, pois as
regulamentacdes sdo especificas. Sendo assim, de acordo com a RDC n. 14, publicada em 05
de abril de 2010, assume as defini¢des dos termos: 1. derivado vegetal: ¢ “produto da extragdo
de planta medicinal in natura ou da droga vegetal podendo ocorrer na forma de extrato, tintura,
alcoolatura, dleo fixo e volatil, cera, exsudato ¢ outros derivados”. 2. Matéria-prima vegetal:
“compreende a planta medicinal, a droga vegetal ou o derivado vegetal”. 3. fitoterapico: produto
obtido de matéria-prima ativa vegetal, exceto substancias isoladas, com finalidade profilatica,
curativa ou paliativa, incluindo medicamento fitoterapico e produto tradicional fitoterapico,
podendo ser simples, quando o ativo é proveniente de uma Unica espécie vegetal medicinal, ou
composto, quando o ativo é proveniente de mais de uma espécie vegetal (RDC 26/2014);

Quando a planta medicinal é industrializada, é necessario o conhecimento da mesma e
saber como prepara-la para obter o resultado fitoterapico. O processo de industrializa¢do deve
padronizar protocolos onde se evita as contaminacdes por microrganismos, substancias
estranhas e agrotdxicos, além de demonstrar a quantidade e forma correta que deve ser utilizada,
permitindo maior seguranga de uso (BRASIL, 2014a).

No Brasil, a politica publica vigente recomenda a popularizacdo de uso de plantas
medicinais e a fitoterapia na atencdo primaria, tendo a eficacia e a seguranca de praticas na
conservacao da biodiversidade medicinal. Um dos principais fatores que contribui com essa
questdo no Pais é a geracdo de conhecimento sobre principios ativos de matéria prima nos
diversos biomas e seus ecossistemas, devido a grande extensdo territorial e as plantas de varias
localidades (VILEGAS et al., 2009).

O Cerrado é um bioma brasileiro com 12 mil espécies vegetais, localizado nos estados
de Goias (GO), Tocantins (TO), Maranhdo (MA), Piaui (P1), Bahia (BA), Mato Grosso (MT),
Mato Grosso do Sul (MS), Minas Gerais (MG) , Sdo Paulo (SP) e Distrito Federal (DF)
(EMBRAPA, 2021). No MS o Cerrado é propicio para espécies com atividades bioldgicas, seja
para preparo de chas para enfermidades cotidianas e tratamentos longos, tintura, xaropes e
banhos (CUNHA; BORTOLOTTO, 2011). Dessa forma, produtos de origem natural séo de
grande interesse para pesquisas e isso se da por conta da presenca de substancias

farmacologicamente ativas, com propriedades bioldgicas (flavonoides, alcaloides, taninos,
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saponinas e terpendides) que sdo pesquisadas para ter entendimento dos seus efeitos (KOOTI
etal., 2017; SAHREEN et al., 2015).

2.2 GENERO Campomanesia

Estudo sobre caracteristicas e propriedades bioldgicas de plantas do Cerrado
demonstraram um aumento consideravel do uso da mesma, entre eles, estdo as espécies do
género Campomanesia, pertencente a familia Myrtaceae (DE ANDRADE SILVA; FONSECA,
2016). O Estado de Mato Grosso do Sul detém uma grande diversidade da familia Myrtaceae,
que se apresenta entre as mais importantes, possuindo aproximadamente 133 géneros e mais de
4000 espécies (GHANNADI; DEZFULY, 2011).

Em novembro de 2017, pela lei 5.082, o fruto da guavira (Campomanesia ssp.) foi
considerada o simbolo do estado de Mato Grosso do Sul. Plantas do género Campomanesia,
sdo conhecidas como gabiroba, guabiroba, guaviroba ou guavira, essas plantas tem producéo
comercial e artesanal, consumidas como frutas, doces, bebidas e na culinaria em geral (MATO
GROSSO DO SUL (MS), 2017).

Pesquisas com plantas do género demonstram a utilizacdo pela populacdo para
tratamento de inimeras enfermidades (ALICE, 1995; DE SOUZA DUARTE et al., 2020) cada
espécie apresenta diferentes atividades biolégicas como antioxidante (COUTINHO et al.,
2008), antidiabética (VINAGRE et al., 2010), anti-inflamatéria (VISCARDI, 2017),
antimicrobiana (CARDOSO, C. A. L. et al., 2010), antiproliferativa (CARDOSO et al., 2013;
PASCOAL, A. C. et al., 2014) e entre outros. E importante ressaltar que além desses efeitos
benéficos citados em literaturas, é necessario avaliar sua toxicidade (CATELAN, T. et al.,
2018).

2.3 ESPECIES C. adamantium, C. pubescens e C. sessiliflora
2.3.1 Campomanesia adamantium

A guavira é nome popular da espécie Campomanesia adamantium (Cambess) O. Berg.
E uma planta frutifera muito comercializada nos campos e Cerrados de Goias, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais e Santa Catarina cuja o fruto € conhecido com 0 nome de guavira e possuli

propriedades biologicas. Seu cultivo, além de fornecer contribui¢cBes para a inser¢do no
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mercado a partir de implantacdo de agriculturas comerciais, oferece também renda para 0s
pequenos fruticultores, pois tem uma forte presenca no cardépio regional da populacdo
(DOUSSEAU et al., 2011). A mesma se encontra em populagdes agrupadas, com frutificacéo
anual, floresce por pouco tempo, nos meses de agosto a novembro, e 0 os frutos amadurecem

entre os meses de novembro a dezembro (Figura 1) (VIEIRA et al., 2010).

Figura 1 — Campomanesia adamantium : a) Frutos de C. adamantium; b) Flor de C. adamantium; c) gabirobeira.
Fonte: Vieira et al, 2018.

o Atividades farmacolégicas da Campomanesia adamantium

Analisamos 9 artigos publicados, que abordam atividades farmacologicas das flhas da
espécie de C. adamantiums (Tabela 1). Destes, 6 destacam o uso apenas de folhas, para extrato
etanolico com evidente potencial de toxicidade contra o agente bioldgivo Artemia salina
(JUNIOR et al., 2022; MARTELLO et al., 2016), atividade antiproliferativa (ALVES et al.,
2020) antioxidante, fotoprotetor (COUTINHO et al., 2008; DE CASTRO et al., 2023), efeitos
antinociceptivos e anti-inflamatorios (FERREIRA et al., 2013). Os outros 3 artigos utilizaram
folhas e flores/ folhas e frutos e folhas e raizes separadamente (extrato etandlico) com atividade
antibacteriana, antifingica (SA et al., 2018), antiproliferativa (PASCOAL, A. C. et al., 2014)
e antileucémica (extrato aquoso) (CAMPOS et al., 2017).
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Tabela 1 — Artigos selecionados de Campomanesia adamantium

Material Tioo de
Parte da planta Extrato biolégico para Fitoquimica Resultados esFt)u do Referéncias
estudo
-Efeitos
clastogénicos/
extrato aneugeénicos leves
hidroetandlico
/ extrato foi - Aumentou de
Folhas secas administrado Camun'dongos ) fago(i|t95e e ap,optose in vivo Martello, et
em Swiss. esplénica no figado, al. 2016.
combinacéo baco e rins/ com a
com combinacéo a
ciclofosfamida frequéncia de
microndcleos e a
apoptose diminuiram.
-Atividade
antiproliferativa de
extratos de frutos e
Folhas / frutos extrato PC-3 (Cancer chalcona folhas de C. Lo Pascoal, et al.
- . . adamantiume a in vitro
Secos etandlico de prostata) (cardamonina) ~ 2014.
concentracdo de
cardamonina para
céncer de prostata e
inducdo de apoptose.
A avaliacdo da
atividade
antimicrobiana
Os principais | revelou alto potencial
constituintes | antibacteriano (fracdo
foram hexanica) e
verbeneno antifangico (fragdo
(13,91%), B- | aquosa, fracéo aquosa
Bactérias gram funebrene concentrada de <
extrato - . L L SA, Stone et
Folhas e flores . positivas e (12,05%), taninos e &cido in vitro
etanolico - . o al., 2018.
negativas limoneno, a- valdnico). A
guaieno atividade antiflingica
(6,33%), do CAQTF est4
linalol (4,91%) associada ao acido
e espatulenol val6nico. Esses
(3,86%) resultados podem
explicar o uso
popular de C.
adamantium.
Folhas frescas extrato Artemia salina flavonoides e Evidente o potencial in vitro Junior, et al.
etandlico 20% taninos de toxicidade 2022.
Folhas secas e extrato L - Coutinho, et
. . - chalconas antioxidante in vitro
em po etanolico al. 2008.
O acetato etilico e
. extratos aquosos da
flavonois .
extrato aquoso - ; Campomanesia .
isolados: . L Ferreira, et al.
Folhas secas e acetato de Camundongos A adamantium in vivo
. miricitrina e . 2013.
etila L mostraram efeitos
miricetina.

antinociceptivos e
anti-inflamatérios
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apoiando o uso da
planta na medicina

popular.
Células - atividade
mononucleares antileucémica via
de sangue apppt_ose_ tardia,
periférico d|m|nU|_ndo 0
humano e potencial de
Folhas e raizes | extrato aquoso | Células Jurkat - membrana i vitro | Campos, et
(leucemia mitocondrial, al. 2017.
linfocitica T autmengango a
aguda humana). ativagao das
caspases-9 e 3 e 0s
niveis de calcio
intracelular.
- Potencial
antioxidante;
extrato corr]p_ostos L De Castro, et
Folhas ) - fendlicos e in vitro
etandlico flavonoides - Fotoprotetor. al. 2023.

2.3.2 Campomanesia pubescens

A Campomanesia pubescens (D.C.) O. Berg é nativa do Brasil, sendo encontrada no

Cerrado das regides Sudeste e Centro-Oeste (Figura 2), bem como em outros paises da América

do Sul (DOUSSEAU et al., 2011). Seus frutos tém polpa carnuda e quando maduros apresentam

um alto teor de vitamina C e de compostos fendlicos. As folhas possuem alta concentracao de

fenolicos e proantocianidinas, como sesquiterpenos do tipo germacrene-D, eucaliptol, e hidrato
de trans-sabineno. (CHANG et al., 2011; DUARTE et al., 2009; PAVAN et al., 2009). Esta

espécie apresenta-se como arbusto de tamanho variavel, dependendo da qualidade do solo.

Folhas, caules, flores e frutos de C. pubescens exalam um aroma caracteristico da planta. Seus
frutos sdo utilizados para fabricacdo de licores, sucos e doces (BIAVATTI et al., 2004; SOUSA
et al., 2004).
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Figura 2 — Campomanesia pubescens: a) Flor C. pubescens; b) Gabirobeira; c) folhas de C. pubescens. Fonte:

Plantas do género Campomanesia: potenciais medicinal e nutracéutico, 2021.

. Atividades farmacoldgicas da Campomanesia pubescens

Analisamos 7 artigos (Tabela 2) que contemplam resultados de atividades
farmacoldgicas da espécie de C. pubescens, onde 5 utilizaram folhas (extrato etandlico e
aquoso) com potencial anti-inflamatério, livre de toxicidade renal (GUERRERO, 2013),
atividade antioxidante (CATELAN, T. et al., 2018; PRADO, 2013), cicatrizante (PRADELLA
et al., 2021) antifingico (DOS SANTOS SILVA et al., 2022). E um artigo utilizou folhas e
frutos (extrato etandlico) ndo apresentando toxicidade para Artemia salina (BRUM;
CARDOSO, 2009).
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Tabela 2 — Artigos selecionados de Campomanesia pubescens

Parte da . Ma_tenal . . Tipo de .
Extrato biolégico para Fitoquimica Resultados Referéncias
planta estudo estudo
-Reducéo do
namero de
mondacitos
(potencial anti-
inflamatério);
Folhas secas extr,a'go Ratos (Wistar i Diminuicio dos | in vivo Guerrero, et
etandlico adultos) uie al. 2013
niveis
plasmaéticos de
enzimas
hepéticas (ALT e
AST) sem
toxicidade renal.
7-hidroxi-6-metil-
5-
metoxiflavanona,
5,7-dihidroxi-6-
Sdincroxig. | -Alvidade
metilflavanona, antioxidante;
2",4"-dihidroxi-6"- L
Folhas secas EXtFa.tO Allium cepa metoxicalcona , -Efe!tq g'tOtOX'CO in vitro Catelan, el al.
etandlico 5 7-dihidroxi-6 8- | Na divisdo celular 2018
dimetilflavanona, € aument9 das
2' 4'-dihidroxi-5'- alteragdes
metil-6'- cromossémicas
metoxicalcona e
2',4'-dihidroxi-
3',5'-dimetil-6'-
metoxicalcona.
-Extrato etandlico
de C.pubescens
foi capaz de
-Ratos e acelerar o
Folhas secas eltzafwtg?;c?o Staphylococcus - processo de cura | invivo P;e:d;l(l)z;,let
aureus de feridas '
cutaneas em ratos
infectados com S.
aureus)
Bactérias Gram-
EX‘Y""F" positivas, Gram- -Atividade - D.OS Santos
Folhas etanolico . - e . in vitro Silva, et al.
e aguoso negativas e antiflngica 2022,
fungos
-Né&o apresentou
Folhas e Extrato . . Compostos toxicidade . Brum &
frutos etandlico Artemia salina fenollcqs e In vitro Cardoso,
flavonoides 2009.
Compostos
Folhas Extrato Camun(_jongos fen(’)ligos, -0 extrNato _ Invivo | Prado, 2013.
aquoso Swiss flavonoides e aquoso néo foi
taninos
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capaz de proteger
a mucosa gastrica

- antioxidante

2.3.3 Campomanesia sessiliflora

A Campomanesia sessiliflora O. Berg, mais conhecida como “Guariroba-verde”,
encontrada em Cerrados e Campos do Brasil (Figura 3), nos Estados de Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais e Rio grande do Sul (KATAOKA; CARDOSO, 2013), possui um potencial
terapéutico com acdo antioxidante e fotoprotetora, podendo ser utilizada em diversos produtos
multifuncionais (CARDOSO, 2021; CATELAN et al., 2019).

Figura 3 — Folhas e flores de Campomanesia sessiliflora. Fonte: Plantas do género Campomanesia: potenciais

medicinal e nutracéutico, 2021.

. Atividades farmacoldgicas da Campomanesia sessiflora

Analisamos quatro artigos (Tabela 3) que abordaram atividades farmacolégicas da
espécie de C. sessiliflora, utilizando apenas folhas, sendo extrato aquoso e extrato etandlico
com potencial de média a baixa toxicidade, acdo antioxidante e atividade fotoprotetora
(AGUAYO-DE-CASTRO et al., 2021; JUNIOR et al., 2022; KATAOKA; CARDOSO, 2013),
além de potencial antiproliferativo (DE CASTRO et al., 2020).

24



Tabela 3 — Artigos selecionados de Campomanesia sessiliflora

Material Tioo de
Parte da planta Extrato biolégico Fitoquimica Resultados esFt)u do Referéncias
para estudo
Ext(a_to Artemia flavonoides e -Potencial de N Junior, et al.
Folhas secas etandlico . . - in vitro
20% salina taninos toxicidade 2022
-Atividade
fotoprotetora e
. antioxidante e
Extrato Artemia flavonoides e também - Aguayo-de-
Folhas . compostos in vitro Castro, et al.
aquoso salina o apresentam
fenolicos . L 2021
baixa toxicidade
no teste de A.
salina
Compostos
Folhas Extrato Allium cepa fenolllpos, Antiproliferativo in vitro De Castro, et al.
aquoso flavonoides e 2020
taninos
Folhas Extrato - flavondides e Antioxidante in vitro Kataoka;
aquoso CcOmpostos Cardoso, 2013.
fendlicos
2.4 CANCER

Cancer é o0 nome geral dado a um conjunto de mais de 100 doengas, que tém em comum
o crescimento desordenado de células, que tendem a invadir tecidos e 6rgaos vizinhos. 1sso
ocorre, pois, as células neoplésicas se dividem de forma rapida, agressiva e incontrolavel,
espalhando-se para outras regides do corpo — acarretando transtornos funcionais (INCA, 2021).

Segundo a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS, 2020) o cancer € a segunda
principal causa de morte nas Ameéricas, depois das doencas cardiovasculares (OPAS, 2020). O
Observatorio Global do Cancer (Globocan), revelou dados de 2020 onde 4 milhdes de pessoas
foram diagnosticadas com cancer e 1,4 milhdo morreram. Se nenhuma acao for tomada em prol
de prevencdo, estima-se que mais de 6,2 milhdes de pessoas sejam diagnosticadas com cancer
até 2040 (GLOBOCAN, 2020).

Para as mulheres, o cancer de mama vem sendo, ha mais de uma década, o tipo de cancer
mais diagnosticado e estimava-se que o risco de desenvolver cancer de mama ao longo da vida
erade 8% (BARATA et al., 2009). Em 2021, o cancer de mama continuou sendo o cancer mais
frequente em mulheres (Tabela 4). Estima-se que em cada ano do triénio 2023 — 2025 ocorram,

no Brasil, cerca de 704 mil novos casos de cancer de mama (INCA, 2022) .
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Para os homens, dados do INCA demonstraram que entre 2020 e 2022, houve 65.840
novos casos de cancer de prostata a cada ano. A taxa de mortalidade bruta vem demonstrando
crescimento e passando de 3,73/100.000 homens para 8,93/100.000 homens, o que representa

uma variacao percentual de 139%.

Tabela 4 — Tipos de cancer mais frequentes em mulheres e em homens

Mulheres
TIPOS DE CANCER PORCENTAGEM
Cancer de mama 29,7%
Coélon e reto 9,2%
Colo do utero 7,5%
Pulmé&o 5,6%
Tireoide 5,4%
Homens
Cancer de prostata 29,2%
Colon e reto 9,1%
Pulméo 7,9%
Estdmago 5,9%
Cavidade oral 5,0%

Fonte: adaptado de INCA, 2021

Devido ao desenvolvimento de métodos diagnosticos e melhor acesso da populacéo, a
caracterizacdo das lesbes malignas tem sido observada precocemente, o que é um fato de grande
relevancia quando nos referimos a este tipo de patologia (FERNANDES; MELLO, 2010).

2.4.1 TRATAMENTO ANTICANCER

O tratamento contra o cancer tem como principais objetivos a cura e tempo de sobrevida,
bem como a melhoria da qualidade de vida do individuo. Desde o inicio dos tempos da
radioterapia e da quimioterapia tem se investido em estratégias e pesquisas que levem a cura
do cancer. Diversos tipos de farmacos promissores tém sido desenvolvidos como alvos

terapéuticos, entre eles alguns farmacos de produtos naturais, sintéticos (ALVARENGA et al.,

26



2014). Podemos citar também o uso da imunoterapia, cujo farmacos tem alvo direto no sistema
imunolégico a fim de controlar a imunogenicidade e carga tumoral o que difere dos demsia
farmacos que tem o alvo na célula tumoral. Os quimioterapicos da classse dos imunobiologicos
sdo 0s mais novos farmacos desenvolvidos contra o cancer e sdo utilizados com acdes
especificas, como por exemplo o anti-PD1/PD1L (programmed death) que exerce sua fungéo
imunorreguladora no receptor do linfocito T (JORGE, 2019) tendo o Nivolumabe, o primeiro
farmaco anti-PD1 lancada, usada no tratamento de melanoma metastatico, outro farmaco
utilizado é o Pembrolizumabe como terapia de checkpoint imunoldgico em cancer e entre outros
(ROSENBERG et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2019).

A quimioterapia pode ser feita com a aplicacdo de um ou mais quimioterapicos. O uso
de drogas isoladas em algumas situacdes se torna ineficaz, tendo seu uso muito restrito
(SLEEMAN; STEEG, 2010). Segundo Brasil (2015) a combinagéo de drogas na quimioterapia
tem como objetivo atingir populacdes celulares em diferentes fases do ciclo celular, podendo
diminuir a resisténcia as drogas administradas. De acordo com as suas finalidades, a

guimioterapia pode ser classificada em:

e Curativa — quando ¢é utilizada para controle completo do tumor;

e Adjuvante — quando se segue o tratamento curativo para eliminar células
residuais, diminuindo a incidéncia de metastases a distancia;

e Neoadjuvante - indicada para reducgéo parcial do tumor, sendo um complemento
terapéutico;

e Paliativa ndo tendo finalidade curativa e sim melhorar a qualidade de vida do

paciente.

Independente da origem, os quimioterapicos afetam por diferentes mecanismos de acao
a proliferacdo celular, devido as semelhancas entre as células tumorais e normais, causando
uma grande dificuldade de encontrar alvos de acao seletivos, ou seja, que atinjam apenas celulas
neoplésicas (SAHREEN et al., 2015; STEEG; THEODORESCU, 2008).

Outros estudos em alvos de tratamentos anticancer, focados em farmacos associados a
inducdo de apoptose, com as caracteristicas biolégicas da morte programada bem definidas,
ttm demonstrado um aumento considerdvel na procura de respostas terapéuticas
(KAUFMANN; EARNSHAW, 2000; MARTELLO et al., 2016; SU et al., 2016).
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2.5 APOPTOSE

A apoptose (morte programada), acontece normalmente como desenvolvimento e
envelhecimento celular e para manter o mecanismo homeostatico das células nos tecidos. Esse
processo participa de diversas fun¢des, como no embrido em desenvolvimento, eliminagéo de
células aberrantes e a remocdo de células infectadas (BRILL et al., 1999; NAINU et al., 2017).
A apoptose pode ocorrer também nos mecanismos de defesa, como reagdes autoimunes ou por
danos as células por agentes nocivos ou por doengas (NORBURY; HICKSON, 2001).

O processo de apoptose, por sua complexidade, envolve muitas vias de sinalizagéo,
sendo desencadeada em células por vias extrinsecas ou intrinsecas por mediacdo de caspases
(Figura 4). Ambas as vias tendem a ativar as caspases apoptaticas efetoras, levando a alteracdes
celulares morfologicas e biogquimicas, caracterizando a apoptose (WONG, 2011). A via
extrinseca de apoptose, é dependente do seu receptor de morte celular, logo é iniciada pela
interacdo de receptores de morte expressos na superficie celular, que pertencem a uma grande
familia do receptor do fator de necrose tumoral (TNFR), com seus ligantes relacionados da
familia TNF de proteinas (GUICCIARDI; GORES, 2009). J& a via apoptoética intrinseca, é
desencadeada por sinais de estresse, procedentes do interior da propria célula. Podem ser em
resposta a radiacdo, auséncia de fatores de crescimento, falta de nutrientes, niveis altos de
espécies reativas de oxigénio (EROS) e também em resposta a medicamentos como 0s
corticoesteréides e quimioterapicos. Os sinais desencadeados, sdo detectados pelas
mitocdndrias as quais se tornam as responsaveis pelas reacdes de morte celular ou regeneracdo
celular (GRIVICICH et al., 2007; PEREIRA; AMARANTE-MENDES, 2011).
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Via extrinseca Via intrinseca

Figura 4 — Mecanismos da apoptose: Vias extrinseca e intrinseca da apoptose; DD=dominio de morte;
DED=efetor do dominio de morte; Apaf-1=fator de ativacdo de protease associada a apoptose. Fonte: adaptado
de Grivicich, p. 339, 2007.

No caso dos quimioterapicos, terapias anticancer padrdo ativam diferentes vias de
estimulo de morte, como mecanismos pré-apoptoticos, para eliminar células tumorais altamente
proliferativas. No entanto as células cancerigenas desenvolvem mecanismos de evasdo da
apoptose que em geral envolvem desequilibrio entre fatores pré-apoptético e proteinas anti-
apoptoticas, inativacdo de caspases e diminuicdo da expressao de receptores de morte, sendo
esta ultima a principal forma de quimioresisténcia aos agentes anticancer, (BRILL et al., 1999;
NAINU et al., 2017).

Como exemplo, tem-se que linhagens de células cancerigenas de mama, como MCF-7
e MDA-MB-231 apresentam resisténcia a drogas quimioterapicas que agem na inibicao do fuso
mitotico (como docetaxel ou vincristina), devido a expressdo elevada de miRNA-34-141 e a
anulacéo da apoptose (HSU et al., 2020; HU et al., 2007).

Outra via de morte celular, entre outras, a necrose é causada pelas respostas a tensdes,
como trauma e inflamacédo e isso pode levar a liberacdo de componentes imunoestimuladores
como os padrdes moleculares associados aos danos (DAMPS). E observado o inchago celular
e a perda de membrana plasmatica na necrose celular, que estimulam intenso processo
inflamatdrio. Desta forma, a morte celular por necrose ndo é um mecanismo desejado como
mecanismos de acdo a gentes quimioterdpicos (SACHET et al., 2017; ZONG et al., 2004). Por
estas razdes, o estudo do poder de inducdo de apoptose por um agente anticancer deve ser

realizada ainda na etapa de triagem.

29



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade anticancer in vitro dos extratos aquosos e etandlicos das espécies C.
adamantium, C. pubescens e C. sessiliflora usando modelo de cultura celular convencional
(2D).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Awvaliar o potencial citotoxico dos extratos aquosos e etandlicos das folhas das espécies
C. adamantium, C. pubescens e C. sessiliflora frente as linhagens neoplésicas de mama
(MCF-7 e MDA-MB-231), colon (HT-29), rim (786-0), hepatocarcinoma (HEP-G2) e
ndo neoplasico fibroblasto murino (NIH/3T3);

b) Determinar o indice de seletividade;

c) Auvaliar citotoxicidade dos extratos (atividades citocida e citostatica);

d) Awvaliar a inducdo de apoptose e dano de membrana celular.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas (6rgdo vegetal) do das plantas do género Campomanesia foram
identificadas e as exsicatas de Campomanesia sessiliflora (registro 2193), Campomanesia
adamantium (registro 2192) e Campomanesia pubescens O.Berg (registro 839) foram
depositadas no Herbario da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados-
MS, Brasil. A coleta das folhas foi feita pela Dra. Claudia Cardoso e Dra. Maria do Carmo
Vieira, com as coordenadas (Latitude: -22.2218, Longitude: -54.8064 22° 13’ 18" Sul, 54° 48’
23" Qeste), realizada no Horto de Plantas Medicinais da UFGD. As plantas foram catalogadas
no Horto e também confirmadas com as exsicatas pelos pesquisadores que efetuaram a coleta
comparadas com as amostras depositadas no herbario. A coleta foi registrada no SISGEN
(Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético) e Conhecimentos Tradicionais

Associados do governo brasileiro sob o codigo A055721.
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4.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS

As plantas foram coletadas e as folhas foram lavadas em agua corrente. Apoés isso, as
amostras foram secas em estufa de secagem a 37°C por 6 horas, e em seguida foram moidas em
moinho de facas e submetidas tamisagdo com malha de 10 mesh (CARDOSO, C. A. L. et al.,
2010).

Para a obtencdo do extrato aquoso a 2% de planta, 20 g das folhas de cada espécie
vegetal foram colocados separadamente em contato com agua (100 mL) a uma temperatura
inicial entre 95-100 °C por um periodo de 30 minutos em recipiente fechado. Apds esse periodo
as amostras foram filtradas e liofilizadas, obtendo-se o0s extratos aquosos secos, 0s quais foram
armazenados a -20 °C.

Para obtencdo do extrato etanolico a 2% de planta foi usado 20 g das folhas de cada
espécie vegetal foram colocadas separadamente em contato com agua:etanol 30:70 v:v (100
mL), por um periodo de 24 horas. Apds o periodo as amostras foram filtradas e liofilizadas,

obtendo-se 0s extratos secos, 0s quais foram armazenados a -20 °C.
4.2.2 NOMENCLATURA DAS AMOSTRAS:

Os extratos aquosos e etandlicos foram denominados da seguinte forma:

- C. adamantium : CA2% (extrato aquoso a 2% de planta) e CAET2% (extrato etanélico
a 2% de planta);

- C. pubescens: CP2% (extrato aquoso a 2% de planta) e CPET2% (extrato etanolico a
2% de planta);

- C. sessiliflora: CS2% (extrato aquoso a 2% de planta) e CSET2% (extrato etandlico a
2% de planta).

4.3 TESTES BIOLOGICOS
4.3.1 LINHAGENS CELULARES

Para avaliacdo da atividade antiproliferativa foram utilizadas as linhagens de células
neoplasicas humanas: 786-0 (ATCC-CEL-1932- adenocarcinoma de rim), MDA-MB-231
(HTB-26, adenocarcinoma de mama triplo negativo), MCF-7 (ATCC-HTB-22,

adenocarcinoma de mama), e para a determinacdo do indice seletividade a linhagem néo
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tumoral NIH/3T3 (ATCC-CRL-1658, fibroblasto murino). As células neoplésicas e nao
neopléasicas foram obtidas pelo banco de células Americanos (ATCC) e pelo banco de células
do Rio de Janeiro (NIH/3T3 — 0191/ ATCC-CRL-1658), mantidas em nitrogénio liquido. Para
realizacdo dos testes de citotoxicidade as linhagens foram descongeladas e cultivadas em
incubadora a 37 °C, 5% de CO, (FRESHNEY, 2005).

4.3.2 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE
e Definig¢Ges e termos usados na avaliagéo da citotoxicidade:

Os testes de citotoxicidade in vitro envolvem avaliagcdo de viabilidade e proliferacdo
celular ap6s as células serem expostas a qualquer xenobidtico (FRESHNEY, 2005). Esta
avaliacdo pode ser realizada por contagem de células vidveis e invidveis e pela obtencéo de
concentragdes de inibicéo de crescimento parcial (Glso growth inhibitions — Concentracgao para
inibir crescimento de 50% das células) ou total (TGI total growth inhibition — Concentragdo
para inibir crescimento de 100% das células) ou ainda, de morte celular (LCso — Letal
Concentration — concentracdo para matar 50% das células) (HOUGHTON et al., 2007). O
ensaio de citotoxicidade é eficiente como screening de substancias ativas em células

neoplasicas. E possivel observar atividade citostatica e citocida. (MONKS et al., 1991).
4.4 PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras-teste, de extrato aquoso e etandlico de C. adamantium, C. pubescens e C.
sessiliflora foram ressuspendidas em dimetilsulfoxido (DMSQ) na concentracdo de 0,1 g/mL
e diluidas em meio de cultura no momento do experimento. A maior diluicdo apresenta
concentracdo de DMSO menor que 0,4%, evitando a citotoxicidade pelo DMSO para obtencéo
das concentragdes 0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL.

4.5 AVALIACAO DA PROLIFERACAO CELULAR COM SRB (Sulforrofamina B) EM
MODELO DE CULTURA CELULAR EM MONOCAMADA

As células foram mantidas em meio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640)
apH 7,2, contendo 2 mM L-Glutamina, 20 mM de HEPES-Na, 1,5 g/L de NaHCOs3, 100 U/mL
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de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e enriquecido com soro fetal bovino (Gibco,
Invitrogen) a 10% em ambiente a 37 °C , 5% de CO e umidade relativa a 95%.

As células foram mantidas até atingirem suas devidas confluéncias (80%) em garrafas
de cultura celular de 25mm2. Com a densidade celular adequada para o ensaio, considerando a
caracteristica de crescimento de cada linhagem, as células foram retiradas por agdo quimica,
via tripsina/EDTA 0,25%. Para 0 teste de exclusdo de células ndo viaveis, foi usado o corante
azul de Tripan gue evidencia de azul as células inviaveis, uma vez que o0 corante permanece no
interior das células demonstrando alteracdo de membrana.

Para o teste de citotoxicidade, foi realizado o método de coloracdo por SRB que é
aplicado pela afinidade do corante pelas proteinas basicas nas células integras, fixadas pelo
acido tricloroacético (SKEHAN et al., 1990). Para iniciar o experimento, é ralizada uma
suspensdo celular (5x10* cel/mL). Foram preparadas duas placas de 96 pogos, sendo uma
denominada placa zero (TO) com triplicata de suspensao celular e triplicata de meio de cultura
para o controle de experimento(branco), como controle de crescimento celular até 0 momento
do tratamento; e a outra placa denominada placa teste, para avaliar o efeito dos tratamentos com
as amostras de interesse (suspensdo celular e amostras), banco da amostra (apenas meio de
cultura e amostras), controles positivo (doxorrubicina) e negativo (suspensdo celular sem
tratamento).

Apo6s 24h de crescimento celular, a placa TO foi corada e a placa teste foi adicionado os
tratamentos em triplicata nas concentragdes de 0,25, 2,5 , 25, 250 ug/mL. O controle positivo
foi adicionado em concentracdo 10x menor. Em seguida, foram mantidas na incubadora durante
48h para posterior leitura. O primeiro passo € a fixacdo das células por adi¢do de 100 pL de
acido tricloroacético (TCA) a 20% (4°C) em cada poco, seguido de incubagdo a 4°C durante 30
minutos. As placas foram lavadas com agua corrente cinco vezes e deixadas secar, em seguida
foram coradas pela adicao de solucédo de SRB 50 pL (Img/mL em acido acético a 1%) em todos
0s pocos. Trinta minutos apds a coloracdo, as placas foram lavadas com acido acético a 1%
para remover o corante ndo ligado e deixado secar. O corante ligado foi solubilizado com 10
nM de Tris base (pH 10,5, Sigma Chemical Co.) antes da leitura e colocado no agitador por 10
minutos e entdo foi obtida a densidade déptica (D.O) em 540 nm. A partir da (D.O) obtida e as
formulas segundo Monks et al., 1991, foi obtida a porcentagem de crescimento em cada
concentracdo. Estas foram aplicadas em programa estatistico pelo Softmax 6.0, Origin versédo

6.0 para obtencdo das métricas (Glso/TGI e LCxp).
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4.6 FLUORESCENCIA COM LARANJA DE ACRIDINA E BROMETO DE ETIDIO
EM MODELO 2D - (Avaliagcdo de apoptose e integridade de membrana)

Para avaliar a viabilidade celular e triagem de apoptose, foi usado a coloragéo por laranja
de acridina e brometo de etidio. O experimento foi realizado em placa de 6 po¢os com laminulas
acopladas. A suspensédo de células MDA-MB-231 e 786-0 em fase de crescimento logaritmico
foram distribuidas 3X10° células por poco adicionada sobre a laminula de 18mm e incubadas
por 24 horas, logo apo6s foram tratadas com amostras teste com as concentracdes de Glso e
novamente incubadas por 48 horas. Apds incubagdo os pogos foram lavados com PBS
(Phosphate Buffered Saline) e as laminulas foram destacadas e colocadas em laminas para
coloragdo com uma solucdo de Laranja de acridina 1 puL e de Brometo de etidio pL. em volume
final 20 uL de PBS. Em seguida as laminas foram observadas em microscopio de fluorescéncia

(Olympus BX41), aumento 400X. Como controle positivo foi utilizada a doxorrubicina.
4.7 INDICE DE SELETIVIDADE (IS)

O indice de seletividade (IS) foi calculado pela relagdo entre a Glso da linhagem celular
ndo-tumoral (NIH/3T3) e a Glso das células tumorais (786-0, Hep-G2, HT-29 ,MCF-7 e MDA-
MB-231) indicando o quanto a amostra tem maior efeito antiproliferativo contra células
cancerigenas, comparado ao efeito contra as células ndo tumorais (BADISA et al., 2009;
SUFFNESS, 1990).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do software Softmax 6,0, Origin versdo
6.0, compusyn. Para calcular os valores de Glso, TGlso € LCso, foram feitas regressdes nao
lineares das médias dos valores encontrados para cada concentracdo em, pelo menos, trés
experimentos independentes. Para comparar os valores in vitro foi usado o teste One-way
ANOVA seguido do teste de Tukey’s. Em todos os métodos, as diferengas serdo consideradas

estatisticamente significativas quando o valor de p obtido for menor que 0,05 (p < 0,05).
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacdo in vitro da atividade antiproliferativa frente a linhagens tumorais e

linhagem n&o tumoral

Na triagem inicial dos extratos aquosos e etandlicos das folhas das espécies vegetais
estudadas, verificou-se que algumas amostras se apresentaram biologicamente ativas em
reduzir a proliferagéo celular e pode-se calcular a concentragdo capaz de inibir o crescimento
das células em 50% (Glso) nas culturas celulares estudadas (Tabelas 5, 6 e 7). A avaliacdo da
proliferacdo celular foi realizada pelo método da coloracéo por SRB, que cora as proteinas de
celulares. O tratamento das células foi realizado por 48 horas em 4 concentracdes (0,25, 2,5, 25
e 250 p/mL) que permitiu a obtencdo das absorbancias, % de crescimento e a obtencdo das
métricas (Glso, TGl e LCsp). Consideramos as atividades das amostras da seguinte forma:
fracamente ativas, Glso de 101 a 250 pg/mL; moderada atividade Glso de 50 a 100 pg/mL e
forte atividade até 50 pug/mL. Inativas com Glso maior de 250 pg/mL.

A células humanas testadas foram MCF-7 (cancer de mama), MDA-MB231 (cancer de
mama triplo resistente), HT-29 (cancer de co6lon), 786-0 (adenocarcinoma renal) HEPG2
(hepatocelular) e 1 ndo neoplasica, NIH/3T3 (fibroblasto murino).

As amostras testadas sdo extratos aquosos e etanolicos de 3 espécies do género
Campomanesia: C. adamantium, C. pubescens e C. sessiliflora. Os resultados seréo abordados

por espécie.
5.1.1 Campomanesia adamantium

Esta espécie foi testada na forma de extrato aquoso e extrato etandlico a 2% das folhas.
Estas apresentacGes foram escolhidas para mimetizar o uso dos chas medicinais e das tinturas
e as folhas por serem de facil acesso sem sazonalidade, como séo os frutos.

Portanto, foi possivel observar que os extratos aquosos a 2% de C. adamantium foram
inativos contra as células de figado e apresentaram fraca atividade antiproliferativa contra
demais linhagens celulares tumorais testadas. Por outro lado, apresentou toxicidade para as
células ndo tumorais (Tabela 5). O extrato alcodlico apresentou fraca a moderada atividade

contra as celulas de rim e toxicidade para as celulas ndo tumorais.
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Tabela 5 — Valores de GI50 (ug/mL) das amostras da espécie de C. adamantium nas linhagens celulares

Linhagens Celulares

786-0 HEP-G2 MDA- MCF-7  HT-29 NIH/3T3
Amostras MB-
231
CA-2% 154,47 >250 188,11 220,88 245 43,78
CAET2% 96,40 >250 241,47 173,20 249 26,02
Doxo 1,423 0,22 0,25 0,02 0,25 0,02

CA2%= extrato aquoso 2%; CAET2%= extrato etandlico 2%; Doxo= Doxorrubicina; 786-0 = adenocarcinoma
rim; HEP-G2= céncer de figado; MDA-MB-231= cancer de mama (triplo negativo); MCF-7= cancer de mama;

HT-29= cancer de colén; NIH/3T3= célula ndo neoplasica (fibroblasto murino);

A resposta celular ao tratamento pode se apresentar com perfis citostatico e citocida,
dependendo da concentracdo de tratamento. Além disso, pode estimular ou inibir a proliferacédo
celular. Os resultados da atividade antiproliferativa demonstrando os perfis citostatico e
citocida em células tumorais e ndo tumorais dos extratos serdo apresentados graficamente.

No geral, o efeito foi citostatico até 25 pg/mL para a maioria das linhagens, ou seja, as
concentracgdes de 0,25, 2,5 e 25 pg/mL, ficam acima da linha de TGI (Concentracao que inibe
100% do crescimento celular).

Os extratos (aquoso e etandlico) apresentaram estimulo de proliferacdo das células
tumorais e ndo tumorais, ou seja, apos o tratamento de 48h, observa-se no grafico que houve
crescimento acima dos 100% (este representa a densidade celular do controle negativo). Mas
em maior concentracdo o extrato aquoso de C. adamantium (CA2%) para as linhagens 786-0 e
MCF-7 teve acdo citocida, ou seja (quando ocorre morte celular) que estd graficamente
representada abaixo da linha de TGI com concentracdo entre 100 e 250 pg/mL. O teste com
extrato etandlico demonstrou que CAET2% também teve acdo citocida (representadas abaixo
da linha de TGI) com concentracdo de 250 pg/mL (Figura 5). Para as demais linhagens as

amostras ndo tiveram atividade.
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Figura 5 - Gréfico de atividade antiproliferativa de CA2% e CAET2% nas concentracfes de 0,25, 2,5, 25 e 250
pg/ml testado com SRB. A) células de (NIH/3T3, 786-0, HEP-G2, MDA-MB- 231, MCF-7 e HT-29) submetidas
a tratamento com extrato aquoso de CA2%). B) células de (NIH/3T3, 786-0, HEP-G2, MDA-MB- 231, MCF-7 e
HT-29) submetidas a tratamento com extrato aquoso de CAET2%). GI50 (inibicdo de 50% das células), TGI
(inibi¢do de 100% das células e LC50 (morte de 50% das células).

5.1.2 Campomanesia pubescens

O extrato aquoso da espécie C. pubescens apresentou moderada atividade
antiproliferativa contra as células de céncer de rim (786-0/Glso 69,18 pg/mL) e figado
(HepG2/Glso 69,43 pg/mL). Entre as linhagens de cdncer de mama apresentou melhor atividade
contra a linhagem resistente a multiplas drogas. Ndo apresentou atividade antiproliferativa
contra as células ndo tumorais. O extrato etanélico, apresentou fraca atividade apenas contra as

celulas de rim, para as demais, foi inativa (Tabela 6).

Tabela 6 — Valores de Glsp (ug/mL) das amostras da espécie de C. pubescens nas linhagenscelulares

Linhagens Celulares
Amostras  786-0 HEP-G2 MDA- MCF-7 HT-29 NIH/3T3

MB231
CP2% 69,18 69,43 66,65 99,13 240,07 158,02
CPET2% 110,34 >250 >250 211,59 >250 >250
Doxo 1,42 0,22 0,25 0,02 0,25 0,02

CP2%= extrato aquoso 2%; CPET2%= extrato etandlico 2%; Doxo= Doxorrubicina; 786-0 = adenocarcinoma
rim; HEP-G2= cancer de figado; MDA-MB-231= cancer de mama (triplonegativo); MCF-7= cancer de mama;

HT-29= cancer de colon; NIH/3T3= célula ndo neoplasico fibroblasto murino rim;
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Os extratos (aquoso e etandlico) de C. pubescens também apresentaram estimulo de
proliferacdo das células tumorais e ndo tumorais, observa-se no gréfico que houve crescimento
acima dos 100% (este representa a densidade celular do controle negativo). Para CP2% (extrato
aquoso) apresentou atividade citostatica em todas as concentracées, inclusive a maior, apenas
para HT-29, o restante foi citocida na maior concentracdo (250 pug/mL). E CPET2% se mostrou
menos ativa, pois até mesmo a maior concentracdo ndo estimulo morte celular, exceto para a
MCF-7. (Figura 6).
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Figura 6 - Gréfico de atividade antiproliferativa de CP2% e CPET2% nas concentragdes de 0,25, 2,5, 25 e 250
pg/ml testado com SRB. A) células de (NIH/3T3, 786-0, HEP-G2, MDA-MB- 231, MCF-7 e HT-29) submetidas
a tratamento com extrato etanélico de CAP2%) B) células de (NIH/3T3, 786-0, HEP-G2, MDA-MB- 231, MCF-
7 e HT-29) submetidas a tratamento com extrato etandlico de CPET2%). G150 (inibicdo de 50% das células), TGI
(inibigdo de 100% das células e LC50 (morte de 50% das células).

5.1.3 Campomanesia sessiliflora

O extrato aquoso da espécie C. sessiliflora apresentou forte atividade para a linhagem
786-0, fracamente ativa para HEP-G2 (figado) e inativa para HT-29 (c6lon). As células
cancerigenas de mama apresentaram sensibilidade ao tratamento com os extratos de C.
sessiliflora, com forte atividade para ambas linhagens (MCF-7 e MDA-MB-231). Porém se
mostrou fortemente ativa para NIH/3T3, o que demonstra toxidade para células ndo tumorais
(Tabela 7).

O extrato etandlico, apresentou atividade moderada contra as células de rim (786-0),
mama (MCF7) e mama triplonegativa (MDA-MB-231). Para as demais, foi inativa.
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Tabela 7 — Valores de Glsp (ug/mL) das amostras da espécie de C. sessiliflora nas linhagenscelulares

Linhagens Celulares

Amostras 786-0 HEP-G2  MDA-  MCF-7 HT-29 NIH/3T3
MB231
CS2% 49,14 210,12 37,90 25,02 24561 2557
CSET2% 116,25  >250 196,42 72,77 247 116,25
Doxo 1,42463 02268 025902  0,0234  0,2505  0,02693

CS2%-= extrato aquoso 2%; CSET2%-= extrato etanélico 2%; Doxo= Doxorrubicina; 786-0 = adenocarcinoma rim; HEP-G2= cancer de figado;
MDA-MB-231= céancer de mama (triplonegativo); MCF-7= cancer de mama; HT-29= cancer de colon; NIH/3T3= célula ndo neoplasica

fibroblasto murino rim;

O extrato aquoso de C. sessiliflora estimulou o crescimento apenas da linhagem de
mama na concentracdo de 2,5 pug/mL, obteve efeito citocida para as linhagens neoplasicas 786-
0 e MCF-7 e ndo neoplasica NIH/3T3. O extrato etandlico para linhagem hepatocelular, HT-29
e MDA-MB-231 apresentou atividade citostatica. Para as demais podemos observar atividade

citocida apresentadas na (Figura 7).
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Figura 7 — Grafico de atividade antiproliferativa de CS2% e CSET2% nas concentragdes de 0,25, 2,5, 25 e 250
pg/ml testado com SRB. A) células de (NIH/3T3, 786-0, HEP-G2, MDA-MB- 231, MCF-7 e HT-29) submetidas
a tratamento com extrato aquoso de CS2%); B) células de (NIH/3T3, 786-0, HEP-G2, MDA-MB- 231, MCF-7 e
HT-29) submetidas a tratamento com extrato etanélico de CSET2%). Glso (inibicdo de 50% das células), TGI
(inibigdo de 100% das células e LC50 (morte de 50% das células).
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5.2 INDICE DE SELETIVIDADE

Foi realizado um ensaio de SRB para o indice de seletividade em uma linhagem
ndo neoplasica NIH/3T3 (fibroblasto murino) em que foram testadas as amostras
CA2%, CAET2% (C. adamantium), CP2%, CPET2% (C. pubescens) e CS2%,
CSET2% (C. sessiliflora). Nas linhagens neoplésicas de mama (MCF-7), mama
triplonegativa (MDA-MB-231) e de adenocarcinoma renal (786-0). Foi observada a
seletividade apenas para C. pubescens (extrato aquoso e etanolico) com IS > 2,0. Os

demais ndo apresentam seletividade para células neoplasicas (Tabela 8).

Tabela 8 - indice de seletividade para extratos aquosos e etandlicos de C. adamantium, C.pubescens e C.

sessiliflora.

MDA-MB-

AMOSTRA v31 MCF7 786-0
CA2%
GI50 (ug) 118,11 220,88 245
IS 0,23 0,19 0,28
CAET2%
6150 (g 241,47 173,20 96,40
s 0,10 0,15 0,26
CP2%
GI50 (ug) 66,65 99,13 69,18
IS 2,37 1,59 2,26
CPET2%
6150 (ug) >250 211,59 110,34
s 1 1,18 2,26
CS2%
GI50 (ug) 25,02 37,90 49,14
IS 1,02 0,67 0,52
CSET2%
GI50 (ug) 72,77 196,42 116,25
IS 1,59 0,59 1

IS= indice de Seletividade; Glso (inibicio de 50% das células); CA2%= extrato aquoso 2% de C.
adamantium; CAET2%= extrato etandlico 2% de C. adamantium; CP2%= extrato aquoso 2% de C.
pubescens; CPET2%= extrato etandlico 2% de C. pubescens; CS2%= extrato aquoso 2% de C.

sessiliflora; CSET2%= extrato etanolico 2% de C. sessiliflora;
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5.3 ENSAIO DE FLUORESCENCIA EM 2D COM LARANJA DE ACRIDINA E
BROMETO DE ETIDIO

Duas linhagens de interesse, por serem mais sensiveis aos tratamentos, foram
selecionadas para o ensaio de fluorescéncia com a finalidade de avaliar viabilidade e estimulo
a apoptose. Foram usadas as 10 amostras teste para o ensaio de fluorescéncia nas linhagens 786-
0 e MDA-MB-231. As linhagens foram tratadas com a Glsp por 48 horas de crescimento, o
ensaio foi feito o controle negativo (livre de tratamento), controle positivo (doxorrubicina) e o
tratamento com as amostras teste. A laranja de acridina é um corante vital que cora tanto as
células vidveis, quanto as inviaveis (verde fluorescente), enquanto o brometo de etidio, um
intercalante da dupla fita do DNA, cora apenas as células que perderam a integridade da
membrana (laranja e vermelho) (CINIGLIA et al., 2010; LIU et al., 2015). Para fins de
conhecimento sobre a morfologia das células sem intervencao e das tratadas com
quimioterapico padrdo, apresentamos o0 controle negativo e o0 controle positivo,
respectivamentenas linhagens 786-0 e MDA-MB-231 (Figura 8 e 9).

Figura 8- Controle negativo e positivo de 786-0. A) controle negativo de 48 horas, foto a fresco com objetiva de
10x; B) controle negativo de 48 horas, foto fluorescéncia com objetiva de 10x. Controle positivo com
doxorrubicina em 786-0. C) doxorrubicina, foto a fresco com objetiva de 10x; D) doxorrubicina, foto fluorescéncia
com objetiva de 10x.
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Figura 9- Controle negativo e positivo de MDA-MB-231. A) controle negativo de 48 horas, foto a fresco com
objetiva de 10x; B) controle negativo de 48 horas, foto fluorescéncia com objetiva de 10x. Controle positivo com
doxorrubicina em 786-0. C) doxorrubicina, foto a fresco com objetiva de 10x; D) doxorrubicina, foto fluorescéncia
com objetiva de 10x.

5.3.1 Campomanesia adamantium — fluorescéncia para linhagem 786-0 e MDA-MB-231

Com o teste realizado com as amostras de extrato aquoso de C. adamantium, foi
possivel observar dano celular em 786-0. A amostra CA2% ndo demonstrou danos mantendo
a integridade celular. O extrato etandlico (CAET2%) também demonstrou dano celular. Nas
células a fresco (Figura 10 A e C) observamos o espacamento entre as células que representa
a citotoxicidade dos extratos (Figura 10 C). Nas células coradas (Figura 10 B e D) avaliamos
suas caracteristicas morfoldgicas, onde mesmo aderidas, estdo em processo de injuria,
representado pela coloragdo alaranjada, pois caso as células estivessem integras, conseguiriam

fazer o efluxo do corante.

O CAET2% apresentou menor atividade antiproliferativa uma vez que obseva-se 0
menor nimero de células quando tratadas com CAET2%.
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Figura 10 — Efeito de CA2% e CAET2% em células tumorais de 786-0 coradas com brometo de etidio e laranja
de acridina. A) CA2% (extrato aquoso) concentragdo 154,47 ug/ml, foto a fresco com objetiva de 10x; B) CA2%
(extrato aquoso) concentracdo 154,47 ug/ml, foto fluorescéncia com objetiva de 10x; Imagem aumentada da Figura
10-B nédo apresentou danos consideraveis (seta branca). C) CAET2% (extrato etandlico) concentragao 96,40 pg/ml,
foto a fresco com objetiva de 10x; D) CAET2% (extrato etandélico) concentracdo 96,40 ug/ml, foto fluorescéncia

com objetiva de 10x; Imagem aumentada da Figura 10-D apresentou dano celular (seta vermelha) e ndcleo viavel.

Para linhagem de mama triplonegativa, o extrato aquoso de C. adamantium a 2% (
CA2%) obteve baixa aderéncia celular (Figura 11 A e B). O extrato etandlico CAET2%

apresentou alta aderéncia celular, podendo observar poucos danos (Figura 11 C e D).
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Figura 11 — Efeito de CA2% e CAET2% em células tumorais de MDA-MB-231 coradas com brometo de etidio
e laranja de acridina. A) Baixa aderéncia celular, apresentando uma imagem inconclusiva. B) Baixa aderéncia
celular, apresentando uma imagem inconclusiva. C) CAET2% (extrato etanélico) concentragdo 241,47 pg/ml, foto
a fresco com objetiva de 10x; D) CAET2% (extrato etandlico) concentracdo 241,47 ug/ml, foto fluorescéncia com
objetiva de 10x; Imagem aumentada da Figura 11-D apresentou dano celular (seta vermelha) e nucleo vidvel (seta

branca).

5.3.2 Campomanesia pubescens — fluorescéncia para linhagem 786-0 e MDA-MB-231

Para C. pubescens, podemos observar em 786-0 a amostra CP2% n&o apresentou
atividade pois a confluéncia celular foi mantida e as células ndo apresentam coloracao
alaranjada (Figura 12 A e B). Diferente do extrato aquoso, o0 extrato etandélico CAET2%

demonstrou em dano celular em 786-0 (Figura 12 C e D).
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Figura 12 — Efeito de CP2% e CPET2% em células tumorais de 786-0 coradas com brometo de etidio e laranja de
acridina. A) CP2% (extrato aquoso) concentragdo 69,18 pg/ml, foto a fresco com objetiva de 10x; B) CP2% (extrato
aquoso) concentracdo 69,18 pg/ml, foto fluorescéncia com objetiva de 10x; Imagem aumentada da Figura 12-B
ndo apresentou dano celular e nicleo viavel (seta branca). C) CPET2% (extrato etandlico) concentracdo 110,34
pg/ml, foto a fresco com objetiva de 10x; D) CPET2% (extrato etandlico) concentragdo 110,34 pg/ml, foto
fluorescéncia com objetiva de 10x; Imagem aumentada da Figura 12-D apresentou dano celular (seta vermelha) e

nlcleo viavel (seta branca).

O extrato aquoso de C. pubescens (CP2%) e o extrato etandlico (CPET2%) nao
demonstraram danos em células da linhagem MDA-MB-231 mantendo a integridade celular

(Figura 13).
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Figura 13- Efeito de CP2% e CPET2% em células tumorais de MDA-MB-231 coradas com brometo de etidio e
laranja de acridina. A) CP2% (extrato aquoso) concentracdo 66,65 ug/ml, foto a fresco com objetiva de 10x; B)
CP2% (extrato aquoso) concentracdo 66,65 pg/ml, foto fluorescéncia com objetiva de 10x; Imagem aumentada da
Figura 13-B ndo apresentou dano celular (seta vermelha) e nicleo viavel (seta branca). C) CPET2% (extrato
etandlico) concentracdo 250 pg/ml, foto a fresco com objetiva de 10x; D) CPET2% (extrato etandlico) concentracéo
250 pg/ml, foto fluorescéncia com objetiva de 10x; Imagem aumentada da Figura 13-D ndo apresentou dano celular

(seta vermelha) e nlcleo viavel (seta branca).
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5.3.3 Campomanesia sessiliflora — fluorescéncia para linhagem 786-0 e MDA-MB-231

Para C. sessiliflora, o extrato aquoso (CS2%) (Figura 14 A e B) e etanolico (CSET2%)

(Figura 14 C e D) demonstraram pouquissimos danos celulares em 786-0.

Figura 14 - Efeito de CS2% e CSET2% em células tumorais de 786-0 coradas com brometo de etidio e laranja de
acridina. A) CS2% (extrato aquoso) concentragdo 49,14 ug/ml, foto a fresco com objetiva de 10x; B) CS2% (extrato
aquoso) concentragdo 49,14 ug/ml, foto fluorescéncia com objetiva de 10x; Imagem aumentada da Figura 14-B
apresentou dano celular (seta vermelha) e nicleo viavel (seta branca). C) CSET2% (extrato etandlico)
concentracdo 116,25 pg/ml, foto a fresco com objetiva de 10x; D) CSET2% (extrato etandlico) concentragdo
116,25 pg/ml, foto fluorescéncia com objetiva de 10x; Imagem aumentada da Figura 14-D apresentou danos de

membrana celular (seta vermelha) e ndcleo viavel (seta branca).
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Para o extrato aquoso de C. sessiliflora (CS2%) ndo obtivemos danos celulares
consideraveis (Figura 15 A e B). No entanto diferente de CS2%, o extrato etandlico CPET2%

obteve destaque com dano celular.

Figura 15- Efeito de CS2% e CSET2% em células tumorais de MDA-MB-231 coradas com brometo de etidio e
laranja de acridina. A) CS2% (extrato aquoso) concentra¢do 37,90 pg/ml, foto a fresco com objetiva de 10x; B)
CS2% (extrato aquoso) concentracdo 37,90 ug/ml, foto fluorescéncia com objetiva de 10x; Imagem aumentada da
Figura 15-B nédo apresentou dano celular (seta vermelha) e nicleo viavel (seta branca). C) CSET2% (extrato
etandlico) concentracdo 196,42 ug/ml, foto a fresco com objetiva de 10x; D) CSET2% (extrato etanolico)
concentracdo 196,42 pg/ml, foto fluorescéncia com objetiva de 10x; Imagem aumentada da Figura 15-D apresentou

dano celular (seta vermelha) e nlcleo vidvel (seta branca).
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6. DISCUSSAO

No nosso estudo o extrato etandlico das 3 espécies apresentou perfil de proliferacdo
diferente de acordo com a concentracdo de tratamento. Nas concentragdes menores as células
responderam ao tratamento estimulando o0 crescimento, enquanto nas duas maiores
concentracdes (25ug/mL e 250ug/mL) houve inibicdo de crescimento. De acordo com 0 uso
dos corantes brometo de etidio e laranja de acridina, o uso da Glsp como tratamento para
observar a morfologia celular nos mostrou que o extrato etandlico das 3 espécies tiveram
maiores indicios inducédo a apoptose.

Os extratos aquosos podem apresentar mais ou menos ativos bioldgicos, pois o método
extrativo e o tipo de solvente utilizado influenciam na concentracdo de compostos bioativos
(PASCOAL, 2015). A maior eficiéncia de extracdo de compostos fendlicos por maceracdo pode
estar associada a termossensibilidade dos mesmos, o efeito de inchacdo das folhas que facilita
a migracdo dos compostos para o solvente (DE CARVALHO RODRIGUES et al., 2015). Por
outro lado, € um extrato cujo solvente nao apresenta toxicidade. Neste contexto, avaliamos o
extrato aquoso a fim de fazer analogia ao uso de chéa das folhas das espécies de Campomanesia
que estudamaos.

Para C. adamantium, o extrato aquoso apresentou menor atividade antiproliferativa
(>Glso) e menor toxicidade contra as células ndo tumorais, comparados ao extrato etanolico.
Mas o destaque é que 0 extrato aquoso na maior concentracdo testada (250 pg/mL) induziu
morte celular (efeito citocida) e o extrato etan6lico na mesma concentragdo apresentou apenas
efeito de inibicdo de crescimento para a NIH/3T3 (ndo tumoral). A atividade citocida €
observada quando ocorre morte celular e a citostatica quando ocorre inibicdo do crescimento
celular (MONKS et al., 1991). A toxicidade do extrato aquoso j& foi observada em outros
organismos que apresentam rapido ciclo de vida, como as Plutella xylostella (SOUZA et al.,
2019). Os compostos fenolicos sdo 0s majoritarios nos extratos aquosos e etanélicos de folhas
de C. adamantium (DE CASTRO et al., 2022). Os flavonoides sdo compostos com rica
atividade antioxidante correlacionada com a atividade anticancer (CARDOSO, C. L. et al.,
2010; CHANG et al., 2011; DE LIMA et al., 2017) o que justifica esse potencial a ser explorado
nos extratos de C. adamantium. Outro estudo que trabalhou com linhagens celulares revela um
flavonol glicosilado, a miricitrina foi isolado de uma fracdo butanolica de folhas de C.
adamantium, apresentou atividade antiproliferativa frente a linhagem de MCF-7 com Glsp

proxima a 50 pg/mL. E também um isolado flavonol glicosilado quercitrina apresentou
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atividade para 786-0 e K562 com Glso de 2 pg/mL (PASCOAL, 2015). Apesar do nosso estudo
apresentar atividade antiproliferativa com o uso do extrato aquoso, no ensaio de fluorescéncia
ndo foi identificado indicios de quebra de integridade de membrana, demonstrando apenas a
cor verde fluorescente para ambas linhagens testadas ( 786-0 e MDA-MB-231).

Em nosso estudo o extrato etandlico de C. adamantium apresentou perfil de proliferacéo
diferente de acordo com a concentracdo de tratamento. Nas concentracfes menores as células
responderam ao tratamento estimulando o crescimento, enquanto nas duas maiores
concentracdes (25 pg/mL e 250 pg/mL) houve inibicdo de crescimento. Em estudos também
com extrato etandlico desta espécie usando modelo in vivo com Artemia salina foi observado
toxicidade apenas nas maiores concentracdes (250 pg/mL), corroborando com nosso estudo
(JUNIOR etal., 2022). No entanto, em modelos com Allium cepa, identificaram genotoxicidade
em concentra¢fes mais baixas (81 pg/mL). A genotoxicidade pode ndo estar ocorrendo nos
modelos animais, 0s processos de genotoxicidade quando ndo reparados levam a processos de
mutagénese ou levam morte celular por apoptose (ARUOMA, 2003; VERRI et al., 2017) e em
nossos estudos de avaliacdo de apoptose encontramos indicios nas células testadas nesse
processo em concentracdes bem proximas em nosso ensaio de fluorescéncia como na linhagem
de 786-0, com uma concentracdo de Glso (96,40 pg/mL) apresentou indicios de alteracGes
morfolégicas nas células, como possiveis corpos apoptéticos, aumento de ndcleo e cor
alaranjada (LIU et al., 2015; RIBBLE et al., 2005).

No nosso estudo o extrato etandlico de folhas de C. adamantium demonstra perfil
citotoxico e antiproliferativo, com melhor resultado contra as células de cancer de rim (786-0)
comparado com as demais linhagens tumorais: HEPG2 (>250 pg/mL), MDA-MB-231 (241,47
pg/mL), MCF-7 (173,20 pg/mL) e HT-29 (249 pg/mL). Vérios estudos, assim como 0 nosso
estudo, encontraram compostos fendlicos, flavonoides e taninos como 0s principais
constituintes dos extratos aquosos e etanolicos de C.adamantium (ALVES et al., 2020;
COUTINHO et al., 2008; ESPINDOLA et al., 2016). Em outro estudo, foi identificado uma
chalcona intermediaria na biossintese dos flavondides (cardamonina) e foi relacionado ao efeito
citotoxico contra as células da linhagem PC-03 (cancer de prostata -Glso 11,35ug/mL). Este
composto foi isolado das folhas e frutos (PASCOAL, A. C.R. F.etal., 2014; RAHMAN, 2011).
A Cardamonina recentemente foi relacionada a efeito citotoxico com estimulo da diminuicéo
na viabilidade celular em linhagem de mama triplo negativa (MDA-MB-231), de forma

concentracdo dependente, com valores de Glsp entre 3,12 pM a 200 pM. O mecanismo de agéo
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atribuido foi a diminuicdo dos valores da expressao de PD-L1 (gene ligante 1 da morte celular
programada, encontrado em células tumorais) (MENDONCA et al., 2022). No6s também
avaliamos o extrato etanolico de folhas de C. adamantium no tratamento de células de mama
triplo negativo (MDA-MB-231). A Glso foi elevada (241,47ug/mL), no entanto, nesta
concentracdo foram observadas algumas células sensiveis ao tratamento, pois o citoplasma
estava alaranjado, o que configura um indicio de mecanismo de apoptose por perda de
integridade de membrana (KASIBHATLA et al., 2006). Se tratando de células resistentes a
multiplas drogas, este achado € de muita importancia e nos estimula a seguir com testes mais
aprofundados.

Quanto ao efeito toxico em células ndo tumorais, em nosso estudo ficou evidenciado,
pelo valor de G150 = 26 pug/ml que o extrato etandlico apresentou maior efeito antiproliferativo
em células ndo tumorais comparado com as células tumorais. O estudo de letalidade com
Artemia salina também demonstrou o poder de toxicidade do extrato etandlico das folhas de C.
adamantium (JUNIOR et al., 2022). Porém alguns estudos ndo demonstraram sinais clinicos de
toxicidade apds a administracdo do extrato etandlico em animais experimentais (MARTELLO
etal., 2016).

Para C. pubescens o extrato aquoso apresentou media atividade antiproliferativa (>Glso)
contra as células tumorais e baixa toxicidade contra células ndo tumorais. O extrato aquoso
testado em 786-0 ndo apresentou mecanismo de inducéo de apoptose, com a Glso (69,18ug/mL)
0 que corroborou com a acao antiproliferativa, porém a concentracdo do extrato etandlico com
a Glso (110,34pg/mL) é de quase o dobro do extrato aquoso e a variagdo de concentracdo de
compostos fendlicos pode ter influenciado neste resultado. Para C. pubescens ndo ha muitos
estudos com extrato aquoso para atividade antiproliferativa, porém ha diversos estudos com
extrato etanolico que avaliam os efeitos de atividades farmacoldgicas. O extrato etandlico
demonstrou maior efeito citotoxico e nenhuma toxicidade para células ndo tumorais (NIH-3T3
Glso >250ug/mL), em outros estudos com folhas e frutos de C. pubescens resultaram no
isolamento de compostos fendlicos e identificaram atividade antioxidante que pode ser
atribuida para efeitos citotdxicos e genotoxicos em Allium cepa (CATELAN, T. B. S. et al.,
2018). Em nosso estudo in vitro ndo foi identificado toxicidade em células ndo tumorais com o
uso do extrato aquoso e etanolico de C. pubescens e em animais experimentais, mais

precisamente ratos Wistar, foi revelado que o uso do extrato etilico de folhas de C. pubescens
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se apresentou livre de toxicidade renal e hepatica na concentragdo de 250 mg/kg quanto de
500 mg/kg (GUERRERO et al., 2010).

Nos frutos foram encontradas chalconas (por maceracdo com hexano e acetato de etila),
e apresentaram atividade antiproliferativa com efeito citocida para linhagens de células
tumorais humanas UACC-62 (melanoma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovario resistente
a multiplos farmacos); 786-0 (rim); NCI-H460 (pulmao); PC-3 (prostata); OVCAR-3 (ovario);
HT-29 (c6lon) em comparacdo com célula normal VERO (célula epitelial de rim de macaco
verde) (ANDREA L. C. et al., 2013).

A espécie C. sessiliflora apresentou os melhores efeitos citotoxicos entre as trés espécies
de Campomanesia. A citotoxicidade contra as células de cancer de mama, tanto a MCF-7
guanto a MDA-MB-231 se mostrou mais sensivel ao extrato aquoso do que ao extrato
etanolico. O extrato aquoso também demonstrou ser mais toxico, apresentando maior efeito
contra as células ndo tumorais (CS-2%= 25,57ug/mL) em comparagdo com as outras duas
espécies estudadas (CA-2%= 43,78ug/mL e CP-2%= 158,02ug/mL). Em nosso estudo usamos
a fluorescéncia para identificar alteragdes morfologicas condizentes com o mecanismo de
inducdo a apoptose. O extrato aquoso foi inativo contra as células avaliadas. Por outro lado, o
extrato etandlico apresentou maiores valores de Glso contra as linhagens MDA-MB-231
(196,42ug/mL) e 786-0 (116,25ug/mL), estimulou corpos apoptéticos e células com possivel
mecanismo de apoptose tardia (indicando uma possivel quebra da integridade de membrana)
(KASIBHATLA et al., 2006). Em apoptose, como consequéncia, acontece a alteracdo da
integridade de membrana celular, aumentando seu volume e perda das fun¢fes metabdlicas.
Organismos multicelulares podem induzir a morte celular programada como resposta por
estimulos intracelulares e extracelulares (GRIVICICH et al., 2007; HENGARTNER, 2000).
Observando esses possiveis indicios de alteracbes morfolégicas em nosso estudo, € possivel
corroborar que o extrato etandlico de C. sessiliflora poderia ser utilizado como prética clinica
na inducdo de apoptose, pois € um alvo em potencial para uso terapéutico da morte celular
programada e para compreensdo de diversos mecanismos que podem levar a resisténcia de
quimioterapicos (NICHOLSON, 2000).

A citotoxicidade encontrada em nosso estudo esta relacionada a concentragdo de
flavonoides nos extratos aquosos (CATELAN, T. et al., 2018; PASTORI et al., 2013). N&o
apenas em extratos aquosos de folhas, mas de frutos também apresentaram toxicidade em

células NIH/3T3 ndo tumorais (LIMA E SILVA et al., 2018), demonstrando a necessidade de
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mais estudos sobre o uso de infusdes de partes de Campomanesia sp, uma vez que sdo utilizados
como medicina tradicional. Com o potencial citostatico demonstrado em nossa pesquisa dos
extratos aquosos, € possivel explorar a combinacdo de tratamentos como coadjuvantes em
terapias contra o cancer. O uso de plantas e os extrativos vegetais na area farmacéutica, sdo de
grande importancia, utilizando substancias ativas como prototipos para o desenvolvimento de
farmacos como matéria prima para obtengdo de novos farmacos e também para obtencdo de
adjuvantes utilizados na formulacdo de medicamentos ou ainda de medicamentos elaborados
exclusivamente a base de extratos vegetais, como os fitoterapicos (SCHENKEL et al., 2003).
As combinacdes de substancias quimicas ainda que muito exploradas precisam de mais estudos,
pois substancias isoladas podem ser ineficientes em baixas concentragGes e em altas podem ser

toxicas para 0 seu uso em tratamentos contra o cancer (VALDES, 2019).
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho indicaram potencial citotdxico in vitro dos extratos
aquosos e etandlicos. A espécie C. adamantium, extrato aquoso e etanodlico se mostraram ativos
para células neoplasicas (786-0, MDA-MB-231 e MCF-7) e inativos para (HEPG2 e HT-29).
Ambos 0s extratos se mostraram inativos para HEPG2, ndo apresentando toxicidade para
células hepéticas. A atividade citostatica desta espécie foi representada pelo extrato aquoso
pelas linhagens (786-0, MDA-MB-231 e MCF-7), extrato etandlico (786-0 e MCF-7) e a
atividade citocida para ambos os extratos (786-0 e MCF-7). Para C. pubescens, 0 extrato aquoso
foi ativo para células neoplésicas (786-0, MDA-MB-231, MCF-7 e HEPGZ2) e inativo para (HT-
29). O extrato etanolico foi ativo apenas para (786-0 e MCF-7), demonstrando-se inativo para
as demais. A atividade citostatica desta espécie foi representada pelo extrato aquoso pelas
linhagens (786-0, MDA-MB-231, MCF-7, HEPG2 e HT-29), extrato etandlico (786-0 e MCF-
7) e atividade citocida para extrato aquoso (MCF-7 e HEPG2) e extrato etandlico apenas (MCF-
7). E por fim C. sessiliflora, extrato aquoso foi ativo para (786-0, MDA-MB-231, MCF-7 e
HEPG2) e inativo para (HT-29). O extrato etandlico foi ativo para (786-0, MDA-MB-231,
MCF-7) e inativo para (HEPG2 e HT-29), logo, também ndo apresentou toxicidade para células
hepéticas. A atividade citostatica desta espécie foi representada pelo extrato aquoso para todas
as linhagens testadas, e o extrato etandlico (786-0, MDA-MB-231, MCF-7 e HT-29), a
atividade citocida para extrato aquoso (786-0 e MCF-7), para extrato etandlico apenas para
(MCF-7). Assim, foi possivel constatar que as células tumorais de mama (MCF-7 e MDA-MB-

231) e de rim (786-0) obtiveram destaque em citotoxicidade para ambas as espécies.

Foi observada uma certa toxicidade para célula ndo neoplasica NIH/3T3, pelas espécies
C. adamantium e C. sessiliflora em ambos extratos testados. Logo, a espécie C. pubescens se
mostrou livre de toxicidade para extrato aquoso e etandlico. Com isso, foi possivel identificar
a seletividade de C. pubescens (extrato aquoso e etandlico) com IS = 2,26. Os extratos aquosos
e etanolicos de C. adamantium e C. sessiliflora ndo apresentaram seletividade para células

neoplésicas.

Com o uso da fluorescéncia, foi possivel observar o estimulo de apoptose e dano celular
nas células selecionadas (786-0 e MDA-MB-231). Os extratos etandlicos das trés espécies

estudadas se mostraram mais ativas, com possivel indugdo de apoptose demonstrando maior
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dano celular em relacdo aos extratos aquosos. Tendo em vista a MDA-MB-231 ser uma
linhagem resistente a maltiplas drogas, foi possivel observar dano celular e estimulo a apoptose

com extrato etandlico de C. sessiliflora, sendo de grande relevancia para o estudo.

Estes resultados demonstram a heterogeneidade de compostos entre os extratos aquosos
e etanolicos e entre as espécies. E também confirmam o potencial do género Campomanesia
ssp. como fonte ativa anticancer, para orientacdo da toxicidade em relacéo ao uso da populagéo
em geral como chas e maceragfes, pois, embora as plantas medicinais possam ter efeitos
importantes no organismo humano, podem apresentar efeitos toxicos em decorréncia de
eventual uso indiscriminado pela populagdo, sendo importante dar a continuidade dos estudos

a fim de elucidar a toxicidade a atividade anticancer.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir deste trabalho, pode-se seguir com os estudos em novas abordagens tais como:

e Reprodutibilidade dos resultados (toxicidade e anticancer) em modelos in vivo.

e Detalhamento das vias de morte celular in vitro em modelos 3D.
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