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Resumo

O céancer de préstata é a neoplasia mais prevalente no homem, e a segunda
causa de o6bito. A regido Amazénica contém uma gama de variedades de frutas
com diversos aromas e sabores exoticos, que apresentam potencialidade
econdmica, social e nutricional, dentre elas encontra-se o abricO6 (Mammea
americana), o camapu (Physalis angulata), e o uxi (Endopleura uchi). O consumo
de frutas tem sido associado com a prevencao e baixa incidéncia de doencas
cronicas nao transmissiveis, como o cancer, devido a elevada presenca e acéo
de compostos bioativos. Portanto, o objetivo deste trabalho trabalho foi avaliar a
atividade antioxidante e elucidar o efeito dos extratos aquoso e etanolico de
abric6, camapu e uxi, sobre a proliferacéo, ciclo celular e apoptose em linhagem
de adenocarcinoma de prostata humano (PC-3). No presente estudo houve a
avaliacdo dos compostos fendlicos totais e identificacdo do perfil metabdlico por
HPLC-MSE dos extratos aquosos e etandlicos de abricd, camapu e uxi. Os
extratos etandlicos extrairam maior quantidade de compostos fendlicos totais. O
total de 293 compostos foram identifcados no perfil fitoquimico dos extratos. Os
extratos etandlicos apresentaram maior atividade antioxidante quando
comparados aos extratos aquosos, mensurada pelos ensaios de ABTS, DPPH,
FRAP e ORAC. As analises de viabilidade celular, ciclo celular e apoptose foram
realizadas por meio dos métodos MTT e por citometria de fluxo. Os resultados
de MTT evidenciaram que todos os extratos apresentam citotoxidade em relacéo
as células PC-3, nas concentracdes de 20 e 40 mg/mL, no qual o extrato aquoso
de camapu apresentou a maior redugcdo da viabilidade celular com reducé&o
maxima de 85,62% quando incubado na concentragédo de 40 mg/mL, e o extrato
etandlico de uxi com reducdo méaxima de 77,69%, nesta mesma concentracao,
apos 24 horas de tratamento. A analise do ciclo celular revelou que os extratos
etandlicos de abricd, camapu e uxi (20mg/mL) diminuiram a porcentagem de
células na fase Go/Gi1 e aumentou na fase G2/M, sendo capaz de induzir
apoptose nas células prostéaticas. Todos os extratos foram capazes de induzir
apoptose, com incremento maximo de 80,47% na taxa de células apoptoticas
para o extrato aquoso de camapu (40mg/mL). Neste sentido, os extratos destes
frutos apresentaram elevado potencial bioativo, assim como se mostraram como
potentes inibidores do crescimento celular, promotores de modulacao de ciclo
celular e capazes de aumentar a morte em células de cancer de préstata (PC-
3), sugerindo um efeito regulador nessa linhagem, dependente do tipo de extrato
e dose utilizada. Neste sentido, os resultados obtidos abrem uma série de
perspectivas sobre a utilizacdo dos extratos dos frutos de abricd, camapu e uxi
na prevencao e tratamento do cancer de prostata.

Palavras-chaves: frutas, compostos bioativos, cancer de préstata.



Abstract

Prostate cancer is the most prevalent neoplasm in man, and the second leading
cause of death. The Amazon region contains a range of fruit varieties with diverse
exotic flavors and aromas, which present economic, social and nutritional
potential, among which are apricot (Mammea americana), camapu (Physalis
angulata), and uxi (Endopleura uchi). Fruit consumption has been associated
with the prevention and low incidence of chronic honcommunicable diseases,
such as cancer, due to the high presence and action of bioactive compounds.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the antioxidant activity and
to elucidate the effect of the aqueous and ethanolic extracts of apricot, camapu
and uxi on the proliferation, cell cycle and apoptosis in human prostate
adenocarcinoma (PC-3) cell line. In the present study, the evaluation of the total
phenolic compounds and the identification of bioactive compounds by HPLC-
MSE of the aqueous and ethanolic extracts of apricot, camapu and uxi were
performed. Ethanolic extracts extracted more total phenolic compounds. The total
of 293 compounds were identified in the phytochemical profile of the extracts.
Ethanolic extracts presented higher antioxidant activity when compared to
agueous extracts, measured by the ABTS, DPPH, FRAP and ORAC assays. Cell
viability, cell cycle and apoptosis analyze were performed using MTT methods
and flow cytometry. The MTT results showed that all extracts presented
cytotoxicity in relation to PC-3 cells, at concentrations of 20 and 40 mg/mL, in
which the aqueous extract of camapu showed the greatest reduction in cell
viability with a maximum reduction of 85.62% when incubated at the
concentration of 40 mg/mL, and the ethanolic extract of uxi with a maximum
reduction of 77.69%, at this same concentration, after 24 hours of treatment. Cell
cycle analysis revealed that the ethanol extracts of apricot, camapu and uxi (20
mg/mL) decreased the percentage of cells in the Go/G1 phase and increased in
the G2/M phase, being able to induce apoptosis in the prostatic cells. All extracts
were able to induce apoptosis, with a maximum increase of 80.47% in the
apoptotic cell rate for the aqueous extract of camapu (40 mg/mL). In this sense,
the extracts of these fruits, present bioactive potential, as well as potent inhibitors
of cell growth, promoters of cell cycle modulation and capable of increasing death
in prostate cancer cells (PC-3), suggesting a regulatory effect in this cell line,
depending on the type of extract and dose used. In this sense, the results
obtained open a series of perspectives on the use of extracts of fruits of apricot,
camapu and uxi in the prevention and treatment of prostate cancer.

Keywords: fruits, bioactive compounds, prostate cancer.
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1. Introducéao

O cancer de prostata (CaP) é a neoplasia mais prevalente no homem, e a
segunda causa de Obito, precedido apenas pelo cancer de pulméo. Sua
incidéncia vem aumentando de forma continua nas ultimas décadas, devido,
principalmente, ao aumento da perspectiva de vida e ao estilo de vida ocidental
(FERMOZELLI, 2015).

Alguns fatores aumentam a probabilidade do desenvolvimento do cancer
de préstata, como: idade, etnia, historico familiar, dieta, além da influéncia dos
componentes genéticos e de fatores epigenéticos (MARON et al., 2010).

A suspeita do cancer de prostata pode ser confirmada por meio de
realizacdo de exames de toque retal, elevacdo dos valores do antigeno
prostatico especifico (PSA), ou ambos. Caso a suspeita de cancer de prostata
permanecer apos a avaliacdo do PSA e toque retal faz-se necessario realizar a
biépsia da prostata (SOUZA, G., 2015).

Dentre os fatores que aumentam o risco de desenvolvimento de cancer de
préstata, a alimentacao € provavelmente a de maior impacto no desenvolvimento
e progressao deste carcinoma. Dietas ricas em alimentos vegetais e fibras, e
pobres em gorduras e produtos de origem animal, diminuem o indice de
mortalidade em consequéncia desta doenca (ADJAKLY et al., 2015). Sendo
assim, a obesidade é um importante fator de risco na progressado do cancer de
prostata, e tem sido associada a agressividade, progressao e mortalidade
especifica por cancer, uma vez que 77% homens diagnosticados com CaP
podem ser classificados como com sobrepeso ou obesos (ALGOTAR et al.,
2019).

Os alimentos séo responsaveis pelo fornecimento de nutrientes essenciais
ao funcionamento do organismo humano, além destes também sdo
responsaveis pelo provimento de compostos bioativos, substancias que
promovem beneficios a saude e diminuem o risco de desenvolvimento de
doencas cronicas ndo transmissiveis (DAVIS et al., 2015).

O efeito protetor dos compostos bioativos tem sido atribuido as suas

propriedades bioldgicas fomentadoras de saude, tais como atividade
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antioxidante, anti-inflamatoéria, e hipocolesterolémica de nutrientes como as
vitaminas (C, A e E,), compostos fendlicos e carotenoides. O consumo de frutas
tém sido associado com a prevencgao e baixa incidéncia de doengas crbnicas
ndo transmissiveis, como o cancer, devido a elevada presenca e acdo desses
compostos (SOARES et al., 2015).

Nos ultimos anos, muitos compostos bioativos tém sido isolados de plantas
e frutos, e testados sua eficécia citotoxica em diversos tipos de cancer. Muitos
destes compostos sdo capazes de inibir o crescimento de cancer de prostata,
uma vez que tais substancias demonstraram in vitro e in vivo, sua capacidade
de modular os processos celulares, induzir a apoptose e autofagia, apresentando
efeitos quimiopreventivos e/ou quimioterapico, e antiproliferativo (GIOTI; TENTA,
2015).

A Amazobnia abriga inumeros frutos nativos que podem preencher tais
caracteristicas anticancer e ter potencial para serem explorados como alimentos
com alto teor de compostos bioativos (SANTOS et al., 2015). Uma vez que é
constituida por frutas com caracteristicas sensoriais inigualaveis e com elevada
presenca de nutrientes. Espécies frutiferas como o abric6 (Mammea americana),
o camapu (Physalis angulata), e o uxi (Endopleura uchi), de sabor caracteristico
e bastante consumido pelos habitantes locais, apresentam importante relevancia
social, econdmica e nutricional.

No entanto, hd pouca informacdo cientifica sobre o potencial bioativo
desses frutos, portanto, estudos relacionados a sua capacidade antioxidante,
podem incentivar seu consumo, além de gerar novas alternativas de uso,
agregando valor a eles. Assim como a descoberta de um possivel efeito desses
compostos sobre o surgimento e/ou proliferacdo das células causadoras do
cancer de prostata pode oferecer um potencial significativo para a prevencéao

desta doenca.
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2. Revisdo Bibliogréfica
2.1. Cancer de Prostata (CaP)

A prostata € um orgdo do sistema reprodutor masculino que auxilia na
producdo e armazenamento do fluido seminal, sendo uma secre¢ao viscosa e
alcalina e tendo por fungéo neutralizar a acidez residual acumulada na uretra,
assim como a acidez natural da vagina, melhorando a mobilidade do
espermatozoide e atribuindo o aspecto leitoso e odor caracteristico do sémen.
Nos adultos, a prostata em um homem saudavel apresenta cerca de trés
centimetros de comprimento e pesa em torno de vinte gramas, sendo localizada
na pelve, abaixo da bexiga urinéria e na frente do reto, envolvendo a parte inicial
da uretra (Figura 1) (SARRIS et al., 2018).

Prostata

Figura 1. Representacdo da localizagdo anatdomica da préstata.
Fonte: Modificado de BRASIL, 2017.

O cancer pode ser identificado como uma patologia multicausal crénica,
discriminado pelo crescimento desordenado de células. Seu desenvolvimento
acontece quando ha alteracdes do DNA celular, que se armazenam com 0

tempo. Quando essas células lesadas fogem dos mecanismos envolvidos na
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protecdo do organismo contra o crescimento e a disseminacdo das mesmas, €
constituida uma neoplasia (OLIVEIRA, H. S. D. DE; BONETI; PIZZATO, 2010).

O cancer de prostata é considerado como um adenocarcinoma, ou cancer
glandular, pois inicia quando as células glandulares secretoras de sémen da
préstata sofrem mutacdes e passam a ser células cancerosas. A regido da
préstata em que o adenocarcinoma é mais comum € a zona periférica. A principio
pequenos agrupamentos de células cancerosas se mantém confinados as
glandulas prostatica s normais (Figura 2 (estagio A)), uma condi¢cdo conhecida
como in situ ou neoplasia intraepitelial prostatica. No decorrer do tempo essas
células cancerosas comecam a se multiplicar (Figura 2 (estagio B)) e se espalhar
para o tecido prostatico circundante (o estroma) formando um tumor (Figura 2
(estagio C)) (Dornas et al., 2008).

Figura 2. Modelo hipotético de progressdo de cancer de préstata. Visdo esquematica da
progressdo de um céancer, partindo do tecido normal (estagio A), progredindo para um carcinoma
in situ (estagio B), invasivo e metastatico (estagio C).

Fonte: Modificado de Ribeiro, 2018.

Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2017), a estimativa

para o Brasil, biénio 2018-2019 aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil casos
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novos de cancer, estimando-se 68.220 novos casos de cancer de prostata,
correspondendo a um risco estimado de 66,12 casos novos a cada 100 mil
homens. O cancer de préstata € o mais presente entre os homens em todas as
regides do pais, sendo 96,85/100 mil no Sul, 66,75/100 mil no Centro-Oeste,
69,83/100 mil no Sudeste, 56,17/100 mil no Nordeste e 29,41/100 mil na Norte,
ocupando 152 posicdo em mortes por cancer, no sexo masculino, representando

cerca de 6% do total de mortes por cancer no mundo.

2.1.2. Sinais, sintomas e fatores de risco

A inflamacé&o da prostata pode ser considerada como o primeiro sinal para
o surgimento do cancer de prostata (CaP), uma vez que as células que causam
inflamacé&o tém capacidade de desestabilizar o genoma das células, danificar o
DNA ou afetar os checkpoints e os sistemas de reparo, e uma vez a instabilidade
genética implantada, pode resultar na neoploasia prostatica(DUARTE, 2016).

Pacientes com cancer de préstata em sua fase inicial, suscetivel a
tratamento curativo, ndo apresentam qualquer sinal ou sintoma relacionado a
neoplasia. Os sintomas s6 se apresentardo na doenca localmente avancada ou
na doenca metastatica, onde 0 0sso € o lugar em que apresenta mais ocorréncia
de metastases, ocorrendo no esqueleto axial (bacia, vértebras e fémur proximal),
no entanto, casos de metastase viscerais (figado, pulmdes e cérebro) também
podem ocorrer, principalmente quando acontecem casos de metastaticos
resistentes a castracao (MORI, 2016).

A partir disto, e com o0 aumento do tamanho prostéatico, podem-se ter como
primeiros sinais e sintomas o aparecimento de polaciuria, reducdo do fluxo
urindrio e nocturia, dor para urinar, dor para ejacular, presenca de sangue na
urina ou no sémen, e como sintoma mais grave, perda do controle da bexiga ou
intestino, que estdo relacionados a pressédo que o tumor exerce sob a medula
espinhal (OLIVEIRA, 2016).

O processo da carcinogénese se origina por condi¢cdes multifatoriais, e
esses fatores podem agir em conjunto ou em conjunto, € na promoc¢ao do cancer
de préstata. A idade do paciente € um fator de destaque, uma vez que esta

neoplasia é considerada o cancer da terceira idade, dado que cerca de trés
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quartos dos casos no mundo ocorrem a partir dos 65 anos, e que tanto a
incidéncia, como a mortalidade, aumentam exponencialmente apés a idade de
50 anos (GOMES et al., 2008).

A origem étnica, histérico familiar e predisposi¢cdo genética, também s&o
fatores de risco para o desenvolvimento desta patologia, assim como fatores de
riscos exdgenos, como dieta, obesidade, padrao de comportamento sexual,
consumo de alcool, exposicéo a radiagdo ultravioleta e exposicdo ocupacional
também podem causar o aumento da probabilidade de mutagbes acumularem-
se no material genético de cada individuo, permitindo o aparecimento de células
cancerosas (HEIDENREICH et al., 2012;MACHADO, 2007).

A etnia negra apresenta maior incidéncia de casos de cancer de proéstata,
e casos de historia com parente de primeiro grau, particularmenteavos, pais e
irmaos, pode levar ao aumento em até duas a trés vezes o desenvolvimento
desta doenca, e aumentando para até cinco vezes mais se mais um mais de um
parente for afetado (CASTILLEJOS-MOLINA; GABILONDO-NAVARRO, 2015).

Mutagbes em alguns genes, como BRCA1 e BRCA2 mostraram ser risco
independente para o desenvolvimento do cancer de préstata com chances
aumentadas em duas e sete vezes, respectivamente. Além disso, nesses
pacientes a agressividade tumoral se mostrou bem superior. Mutacdes em outra
regido do DNA, na regido 8g24 também mostraram os mesmos resultados
(SARRIS et al., 2018).

O indice de mortalidade em paises com alto desenvolvimento econémico,
como Asia, Africa e Europa Oriental e Central, tém crescido de forma
consideravel, as razbes ndo estdo totalmente esclarecidas, no entanto, podem
estar relacionadas a fatores de risco como obesidade, dieta rica em gordura e
sedentarismo (SILVA et al., 2015). E de acordo com os dados do Instituto
Nacional do Cancer (2002), tem sido apontada uma relagéo positiva entre o alto
consumo energético total e ingestao de carne vermelha, gorduras e leite e o risco
de cancer da prostata, assim como o consumo das aminas heterociclicas e
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, advindas do preparo de alguns
alimentos. No entanto, o consumo de frutas, vegetais ricos em carotendides e

leguminosas tém sido relacionados a um efeito protetor.

21



A prevencédo desta doenca pode levar a um diagndstico em fases iniciais

permitindo melhores resultados no tratamento de cancer de prostata.

2.1.3. Diagnostico

No momento atual, para o diagndstico desta neoplasia séo utilizados testes
de Antigeno Prostético Especifico (PSA), toque retal, biopsia e rebiopsia de
prostata, pois seu desenvolvimento € normalmente acompanhado por um
aumento nos niveis plasmaticos de PSA, entdo, qualquer intervencdo que afeta
esses niveis pode indicar o aumento na progressado da doengia (BERTOLDO;
PASQUINI, 2010).

O PSA é uma protease que pertence a familia calicreina, que tém como
funcado a solubilizacdo do esperma apds a ejaculacdo, e sua alteracdo no nivel
sanguineo ndo é especifico ao CaP, pois este antigeno é produzido pelas células
epiteliais da prostata, podendo estar elevado em casos de prostatites,
hiperplasia  benigna, infartos, pds-manipulacdo mecéanica (bidpsia,
resseccaotransuretral, cistoscopia) e ejaculacdo, tendo como limite maximo da
normalidade o nivel estabelecido de 4 ng/mL, e quando relacionado aos casos
de cancer prostata sua avaliacdo deve ser realizada em conjunto com outros
métodos clinicos, a exemplo do toque retal (LIMA; SILVA; ALVES, 2017).

O toque retal permite saber dados sobre o volume, consisténcia, presenca
de irregularidade, limites, sensibilidade e mobilidade da préstata, sendo possivel
diagnosticar em até 70% da superficie deste orgdo masculino, que em casos de
casos de prostata, apresenta uma massa irregular e consisténcia endurecida.
Por meio deste exame € possivel detectar pequenos nodulos e avaliar a
extensdo local da doenca, e sua realizacdo com frequéncia € uma das maneiras
para diminuir a mortalidade por este cancer (SANTOS; SOUZA, 2017).

Outro método para diagnosticar o CaP, € por meio da bidpsia, sendo
considerada o método mais eficaz. Outro método usado para diagnosticar o CaP
€ a bidpsia da prostata, que € indicada quando ha um elevado aumento do nivel
do PSA do paciente, sendo um exame que pode ser confirmatério para esta
neoplasia, no entanto, devido a alteracdo do antigeno apontar a presenca de

outras doencas, a realizagdo da biopsia prostaticapode gerar resultados falso-
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negativos entre 10 a 22% dos casos. Neste caso, € necessaria que 0s pacientes
com fortes sinais de cancer e biopsia negativa, seja realizada uma rebidpsia
(BACELAR JUNIOR et al.,, 2015). Os diagndsticos precoces aumentam a
possibilidade de cura para alguns canceres e reduzem a morbidade resultante

da doenca e de seu tratamento.

2.1.4. Estadiamento da Doenca

Confirmado o diagndstico de cancer de prostata se faz necessario saber o
grau em gue esta patologia se encontra, em que o meio mais ultilizado para
saber o estadiamento desta neoplasia é por meio do score de Gleason, que tem
como obijetivo informar sobre a provavél taxa de crescimento do tumor e sua
tendéncia a disseminacdo, além de ajudar na determinacdo do melhor
tratamento para o paciente. E a avaliacdo do escore se baseia na andlise
anatomopatologica a partir de tecido prostatico obtido por cirurgia ou biépsia
(DUARTE, 2016).

Na graduacéo histologica, as células do cancer sdo comparadas as células
prostéticas normais. Quanto mais diferentes das células normais forem as
células do cancer, mais agressivo sera o tumor e mais rapida serd sua
disseminacéao. A escala de graduacao do cancer da prostata varia de 1 a 5, com
o grau 1 sendo a forma menos agressiva (MOREIRA et al., 2012).

Para se obter o escore total da classificacdo de Gleason, que variade 2 a
10, o patologista gradua de 1 a 5 as duas areas mais freqientes do tumor e soma
os resultados. Quanto mais baixo o escore de Gleason, melhor serd o
prognéstico do paciente. Escores entre 2 e 4 significam que o cancer
provavelmente tera um crescimento lento. Escores intermediarios, entre 5 e 7,
podem significar um cancer de crescimento lento ou rapido e este crescimento
vai depender de uma série de outros fatores, incluindo o tempo durante o qual o
paciente tem o cancer. Escores do final da escala, entre 8 e 10, significam um
cancer de crescimento muito rapido (Figura 3) (BERTOLDO; PASQUINI, 2010).
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Figura 3. Sistema de graduac¢éo de Score de gleason.

Fonte: Sanches, 2018.

Assim, a classificacdo do cancer de prostata segue o sistema TNM de

2002, em que esse sistema avalia a dimensao do tumor primario (T), a extensao

de sua disseminacdo para os linfonodos locais (N) e a presenca, ou ndo, de

metastase a distancia (M), que pode ser observado na figura 4 (DAMIAO et al.,

2015).
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Figura 4. Sistema TNM.
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Fonte: Modificado por Parkin, 2019.
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2.1.5. Terapéutica

A partir da deteccdo da neoplasia as principais propostas terapéuticas
atualmente disponiveis sdo a conduta expectante como a observacdo e o
tratamento medicamentoso, a prostatectomia radical, a radioterapia, o bloqueio
androgénico e a quimioterapia (RAMOS et al., 2018). E em casos de cancer de
prostata de baixo grau em homens idosos, ndo € necessario tratamento, e
ultimante tém-se experimentado tratamento local para cancer metastatico,
principlamente para os casos oligometastaticos (GUO et al., 2019).

A prostatectomia radical € o tratamento cirargico indicado para cancer
préstata localizado, sendo indicado com base no risco de reaparecimento da
doenca, em que € escolhido para CaP com diagndtisco de risco baixo a
intermediario, com estimativa de vida superior a dez anos. O acompanhamento
apos este tratamento é realizado com analises em séries de PSA, e caso haja
reincidéncia da patologia, pode se complementado com exame de toque retal e
exames de imagem (DAMIAQO et al., 2015).

Dentre as opcdes de tratamento, a radioterapia, geralmente, € indicada nos
casos de tumores localizados, sendo uma terapéutica local, com aplicacédo
delimitada e especifica, podendo ser utilizada de forma isolada ou em
combinacgdo com outro tratamento. Ainda que mantenha a integridade dos orgéo
S, 0S pacientes podem experimentar inimeros efeitos colaterais ou reacfes
adversas, comuns as diferentes modalidades de radioterapia, como 0s sintomas
miccionais irritativos, proctite em 70% a 80% dos casos, reten¢do urinaria e
disfuncéo erétil (em 45% dos pacientes) (GROZESCU; POPA, 2017).

Outra técnica terapéutica é a supressdo de andrégenos testiculares que
tem como objetivo diminuir a atividade da testosterona a niveis de castracéao,
uma que vez que estes favorecem o crescimento de CaP. No entanto, este
método apresenta diversos efeitos colaterais, como perda da libido, anemia,
ginecomastia, instabilidade emocional, fadiga, entre outros, que podem ser
minimizados por meio de uma boa alimentacéo e realizacao de atividades fisicas
(CRUZ, 2015).

Em casos de pacientes com cancer de prostata metastaticos resistente a

castragdo, faz-se necesséario o uso da quimioterapia, na qual consiste em uma
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terapia citotoxica, em que o0 primeiro quimioterapico com beneficio confirmado
nesta patologia foi o docetaxel (HEIDENREICH et al., 2012).

2.2. Modelo de estudo em cancer de préstata- linhagem celular PC-3

O uso de linhagem celular € um dos principais meios para o estudo de
cancer, uma vez que permite analisar o perfil biolégico de substancias e extratos
bioativos, identificar as propriedades funcionais das células, como proliferacao,
inducao a apoptose, entre outras. Entre as linhagens de cancer de préstata mais
utilizadas na pesquisa, encontra-se a PC-3, proveniente de adenocarcinoma
primario metastatico, exibindo maior agressividade tumoral, permitindo seu
crescimento in vitro (PIANTINO, 2009).

Esta linhagem de células foi determinada em 1979, em homem branco com
grau IV de cancer de préstata, através da metdstase em 0sso. Sao células
hormbénio independentes, portanto, ndo respondem aos andrégenos,
glicocorticoides ou a fatores de crescimento de fibroblastos. E seu crescimento
ocorre em monocamada, em que a maioria das células tem caracteristicas
poligonais, com nucléolos abundantes e aspecto granular, com fendétipo
alongado (Figura 5) (SOUZA, G., 2015).

Figura 5. Linhagem de adenocarcinoma de préstata humano (PC-3).
Fonte: Autor
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O mecanismo de metastase em 0sso exige que as células PC-3 adquiram
caracteristicas que lhe permitam diferenciar-se do tumor primitivo e entrar na
circulagdo sanguinea e firma-se no 0sso, onde deverdo encontrar boas
condicdes para seu desenvolvimento, condicionados a fortes interagbes com o
tecido 6sseo. O cancer de prostata normalmente esta relacionado a metastases
de aspectoosteosclerotico ou osteoblastico (VISCARDI, 2018).

Uma vez apresentada tais caracteristicas, a utilizacdo da linhagem celular
de adenocarcinoma de prostata humano PC-3 tratadas com extratos de frutos
da Amazonia, pode resultar em um efeito benéfico na prevencéo de CaP com

metastase 6ssea.

2.3. Compostos bioativos e cancer de préstata

As ingestdo de frutas e vegetais, tém sido considerado nos ultimos anos
algo de suma importancia, uma vez que apresentam muitos nutrientes, e tal
caracteristica tém sido ligada a prevencéo do céancer, devido especialmente a
presenca de fibras alimentares, vitaminas, minerais, carotenoides, dentre outros
fitoquimicos. Os vegetais cruciferos e produtos de tomate sdo o0s que
apresentam especial interesse, uma que vez que podem conter efeitos
guimiopreventivos dos indaéis, isotiocianatos e licopeno (PETIMAR et al., 2017).

Ha indicios de que o surgimento do cancer de prostata € favorecebido pelos
hébitos alimentares ocidentais, como o consumo de alimentos hipercaldricos e
hiperlipidicos, ricos em acidos graxos saturados, assim como pobre em vitamina
E, selénio, licopeno e fibras. Nesse sentido, recomenda-se uma alimentacdo
com baixo teor de gordura animal, habito comum nos paises onde a incidéncia
da doenca € baixa (COSTA; MATIAS, 2014).

SHAMI; MOREIRA (2004) descrevem que o consumo de frutas e verduras
reduzem o risco de aparecimento de alguns tipos de cancer, e que 0 consumo
abundante de tomate e seus derivados pode diminuir em 35% o0s riscos de
cancer da préstata. O efeito benéfico do tomate é resultante da presenca de
grandes quantidades de licopeno, e também, a complementacao dietética com
vitamina E e selénio pode promover um efeito protetor contra o cancer da

préstata.
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A alta ingestao de frutas e vegetais pode estar associada com reducdo da
oxidacao do acido desoxirribonucleico (DNA), leséo e inflamacéao de baixo grau,
além de aumentar atividade das enzimas de desintoxicacdo. Além disso,
diferentes tipos de frutas e vegetais consumidos podem fornecer compostos
bioativos com diferentes acdes no cancer de prostata (PEREZ-CORNAGO et al.,
2017).

O conhecimento de que uma dieta habitual oferece, além dos macro e
micronutrientes essenciais, alguns compostos quimicos, encontrados em sua
maioria em frutas e hortalicas, e que desempenham uma potente atividade
bioldgica, ja foi comprovada por diversos pesquisadores, no quais esses
compostos sdo chamados de fitoquimicos ou de compostos bioativos e podem
desempenhar diversas funcdes benéficas a saude humana (JERONIMO, 2016).

Estas substancias mesmo em baixas concentracfes, quando comparadas
a um substrato oxidavel, diminuem ou inibem a oxidacdo desse substrato. O
sistema de anti-oxidacdo €& composto por agentes enzimaticos e nao-
enzimaticos, que podem estar presentes no organismo ou nos alimentos
ingeridos, apresentando diversas estruturas quimicas e fungbes bioldgicas. A
maioria dos compostos bioativos sdo metabdlitos secundarios das plantas e
normalmente, sdo resultantes dos sistemas de defesa destas contra a radiacao
ultravioleta ou as agressdes de insetos (COSTA; RIBEIRO; BARBOSA, 2014).

Os compostos bioativos existentes nos alimentos podem agir de diferentes
formas, tanto no que se refere aos alvos fisiol6gicos como aos seus mecanismos
de acdo. A acdo antioxidante, presente nesses compostos deve-se ao potencial
de 6xido-reducdo de determinadas moléculas, a capacidade dessas moléculas
em competir por sitios ativos e receptores nas diversas estruturas celulares ou,
ainda, a modulacdo da expressao de genes que codificam proteinas envolvidas
em mecanismos intracelulares de defesa contra processos oxidativos
degenerativos de estruturas celulares (DNA, membranas). Alimentos de origem
vegetal sdo a principal fonte de compostos bioativos, dos quais o metabolismo
humano também necessita (BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009).

Os compostos bioativos que apresentam capacidade antioxidante tém sido

associados a protecdo da saude humana contra doencas crbnicas nao
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transmissiveis, como o cancer (LAKO et al., 2007). Sendo classificados em trés
categorias, e uma delas inclui a glutationa, vitamina C, albumina, carotendides,
flavonoides , entres outros compostos que podem ser encontrados em frutas
(CASTELUCCI, 2015).

E de acordo com SANTOS; MELO; SOUZA (2013), os efeitos antitumorais
dos alimentos quimiopreventivos estdo relacionados a sua ag¢ao antioxidante,
anti-inflamatoria, anti-hormonais e antiangiogénica, bloqueando as espécies
reativas de oxigénio, promovendo apoptose de células tumorais, inibindo a
angiogénese e atuando como opositor aos fatores de crescimento de células

cancerigenas (Figura 6).
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Figura 6. Possiveis efeitos quimiopreventivos. de compostos bioativos presente em alimentos.
Fonte: Santos; Melo; Souza, 2013.
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A eficacia de um composto bioativo ou alimento em inibir a proliferacéo das
células cancerigenas é outro aspecto esperado na progressao da doenca. No
entanto, as diferencas de atividade antiproliferativa dos alimentos podem
modificar dependendo da forma de utilizacdo deste e das partes utilizadas na
preparacao dos extratos potencialmente bioativos (CRUZ, 2015).

Segundo RODRIGUES (2016), o efeito antioxidante presente em frutas
pode estar relacionado com a presenca de trés grupos de compostos como,
vitaminas (principlamente o acido ascorbico), compostos fendlicos (hidrofilicos)
e carotenoides (lipofilicos). Diversas pesquisas tém demonstrado que varios
compostos naturais apresentam atividade anticancer de préstata, seja in vitro ou
in vivo, como as isoflavonas de soja, o acido elegiaco e elagitaninos (extrato de
roma), polifendis (cha verde), curcumina, licopeno, vitamina D e selénio. Tais
compostos agem em uma ou mais via de sinalizacdo que sdo desreguladas
guando ha cancer de préstata, como por exemplo, a sinalizacdo do fator nuclear
B (NFk-B), Wnt, Akt, Notch e Hedgehog (Hh) (KALLIFATIDIS; HOY;
LOKESHWAR, 2016).

O licopeno € o carotendide de maior poder antioxidante, estando de forma
predominante no plasma, em diversos tecidos, e na glandula prostéatica, sendo
este o carotendide com mais evidéncias descritas na literatura em relacdo ao
potencial protetor com CaP (APPLEGATE; ROWLES; ERDMAN, 2019). Sua
presenca no plasma e tecidos humanos € devida principalmente ao consumo de
uma diversidade de produtos de tomate, molho de espaguete, salsa, sopa de
tomate e ketchup, além do proprio tomate. A maior parte dos estudos
epidemioldgicos sugerem que o tomate tem papel benéfico risco de cancer de
prostata, e que embora este fruto e seus produtos contenham muitos nutrientes
e fitoquimicos que sdo propostos para inibir a carcinogénese, o licopeno é o que
mais tem recebido atencdo da comunidade cientifica (LIN; ARONSON;
FREEDLAND, 2019)

Estudos realizados demonstraram que a concentragéo de 1uM de licopeno,
€ encontrada no sangue de pessoas que consomem grandes quantidades de
produtos de tomate, sendo capaz de inibir de forma significativa a proliferacao
de células de cancer de prostata (LINNEWIEL-HERMONI et al., 2015). E que

30



este composto nesta mesma concentracdo foi capaz de induzir parada na
primeira fase do ciclo celular, arrastando células de CaP para a fase Go/G1
(TANG et al., 2015).

Outros compostos pertencentes a classes dos carotendides também tém
sido relacionados a prevencdo deste cancer, como por exemplo a luteina, que
pode ser encontrada em frutas e vegetais, e apresenta capacidade de diminuir a
proliferacéo de células PC-3, induzir parada no ciclo celular e promover apoptose
desta mesma linhagem de CaP (RAFI et al., 2014). Assim como, a astaxantina,
que exerce efeitos benéficos contra inflamacdo, dano oxidativo em diferentes
tipos de cancer, incluindo o de préstata, uma vez que inibiu o crescimento de
tumor prostatico em camundongos , por meio de vias de sinalizacdo envolvidas
na apoptose e proliferagédo (NI et al., 2017).

No entanto existem outros compostos bioativos que tém sido estudados em
relacdo a prevencdo de CaP, como os compostos fendlicos, produtos naturais
tém sido isolados de plantas e frutas e avaliados em relacdo a sua eficacia
citotdéxica. No qual diversos compostos que ocorrem naturalmente sdo avaliados
para inibir o crescimento de CaP e sua metastase, sendo portanto uma
abordagem promissora para o tratamento desta neoplasia (GIOTI; TENTA,
2015).

SUN, S. et al. (2015) isolaram trés compostos bioativos de polpa de
graviola, sendo eles, C-35 acetogeninas anonaceas, muricinas M e N e
acetogeninas anonaceas C-37,muriceno, nos quais foram avaliados quanto a
atividade antiproliferativa contra as células PC-3 de cancer da préstata humano.
Neste estudo, todos as substancias identificadas mostraram efeito inibitorio,
especialmente, as muricihas M e N, que demonstraram atividades
antiproliferativas mais potentes contra esta linhagem celular.

Dentro da classe de compostos fendlicos, os acidos fendlicos também sao
de grande interesse, uma vez que o0s alimentos ricos nestes compostos
apresentam associacdo com a reducao do risco de cancer de prostata. O acido
ferdlico (acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico) € um composto fendlico descrito com
a capacidade de inibir a proliferacdo celular e diminui a expressdo oncogénica

na linhagem celular do cancer de prostata de LNCaP e PC-3. O acido caféico,
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um acido fendlico predominante em café, demonstrou ser capaz de ativar a via
do fator nuclear potenciador da cadeia kappa do inibidor de células B ativadas
(NF-kB), sendo relacionado a redugéo do risco de CaP (RUSSO et al., 2017).

SPILIOTI et al. (2014), ao estudarem a agcédo de uma variedade de mel em
cancer de prostata, identificaram a presenca de diferentes substancias com
potencial antiproliferativo, incluindo: o acido protocatecuico, acido p-hidroxico
benzadico, acido vanilico, acido caféico e &cido p-cumarico. O acido fendlico mais
abundante neste alimento foi acido protocatecuico, sendo este capaz de causar
morte celular em células de céncer humano de prostata (PC-3), exibindo
significativa atividade antioxidante, anticancerigena e antiaterogénica.

Outro grande grupo dos compostos fendlicos sdo os flavonoides , que
demonstram potente atividade antioxidante contra o estresse oxidativo,
revelando em estudos in vitro e in vivo que possuem propriedades anti-
carcinogénicas contra diferentes tipos de canceres (RODRIGUEZ-GARCIA;
SANCHEZ-QUESADA; J. GAFORIO, 2019).

Um estudo de caso-controle de base populacional realizado em uma
populacdo de homens sicilianos analisou associacdo entre fatores dietéticos,
como flavonoides e risco de cancer de préstata. Os resultados sugeriram que o
risco de cancer de préstata pode ser reduzido por uma alta ingestdo de
catequinas e flavonol (REALE et al., 2018).

A literatura também tem reportado que a quercetina é capaz de impedir a
transicao epitelial-mesenquimal (TEM) induzida pelo fator de transformacao do
crescimento (TGF-B) em células de cancer de préstata (PC-3), por meio da
inibicdo da expressao de N-caderina e vimentina, e aumento de E-caderina
(BARUAH; KHANDWEKAR; SHARMA, 2016).

A fisetina, outro composto da classe dos flavonoides , foi capaz de diminuir
a viabilidade celular de células de cancer de préstata, assim como aumentar o
nivel da populagdo dessas células tumorais na fase Gi do ciclo celular,
acompanhada por uma diminuicdo concomitante na populacdo de células da
fase S e da fase G2/M (KHAN et al., 2008).

O potencial bioativo presente nos alimentos tem sido estabelecido devido

a acao desses diversos compostos, principalmente na modulacéo de uma série
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de vias de sinalizacdo de cancer. As acfes quimiopreventivas, anti-inflamatorias
e antioxidantes estdo associadas a sua capacidade de ativacdo apoptotica,

parada do ciclo celular, entre outros (KIM; KIM, 2018).

2.4. Frutos daregido amazoOnica — fontes de compostos bioativos

A regido Amazobnica contém uma gama de variedades de frutas com
diversos aromas e sabores exoticos, que apresentam potencialidade econémica
e uma perspectiva de valorizacdo importante para a regido (BRAGA et al., 2010).
E apesar do desenvolvimento e do grande interesse de pesquisas nesta area,
muitos produtos de origem vegetal ainda néo séo valorizados, recebendo pouca
importancia comercial e com poucos estudos cientificos. Nesse contexto, pode-
se destacar o abric6 (Mammea americana), o camapu (Physalis angulata), e o

uxi (Endopleura uchi).

2.4.1. Abrico

Os frutos de abric6 (Mammea americana) sdo drupas globosas e
volumosas, de 12 — 18cm de didmetro, peso de até 1kg, casca rugosa, coriaceo-
flexivel de cor pardo-alaranjada, mesocarpo (parte comestivel) constituido de
uma polpa compacta, firme, fibrosa, cor de abdbora, sementes ovaladas, plano-
convexas, com 6 — 8cm de comprimento, imersas na polpa e envolvidas pelo
endocarpo rugoso. Pode ser encontrado em toda Amazonia e em algumas outras
regides, especialmente no estado do Para, e por este motivo, também
denominado de abrico-do-Para (Figura 7) (CALVACANTE,1991).

Poucas pesquisas tém sido realizadas neste fruto, porém (LIM, 2012),
relata em seu trabalho de reviséo bibliografica que os fruto de abricé apresentam
atividade inseticida, antioxidante, anticancer, antiHIV, antifungica,
antibacteriana, antimicrobiana e antibiética, uma vez que este fruto contém
substancias da classe das cumarinas e flavonoides .

SAMPAIO et al. (2015) ao estudar o perfil quimico do extrato etandlico do
ndcleo da semente de Mammea americana, encontrou a substancia 4-propil-6-
prenila-5-isopentiloxidadodihidroxicumarina, na qual € denominada de mammea

B/BB, e pertencente a classe das cumarinas.
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Figura 7: Abric6 (Mammea Americana).
Fonte: Autor (2017)

Em um estudo realizado com quinze compostos isolados de abricd,
apresentou que algumas cumarinas foram capazes de demonstrar efeito
citotoxico nas linhagens celulares de cancer de c6lon humano SW-480, HT-29 e
HCT-116, exibindo aumentos de forma dose-dependente em células sub-
dipléides por citometria de fluxo, indicando que inducdo de apoptose, assim
como apresentaram alta atividade antioxidante no ensaio com DPPH (ICso faixa
86 - 135 uM) (YANG et al., 2005). Verificou-se também que cumarinas isoladas
de Mammea americana sédo capazes de inibir a ativacdo de HIF-1 (fator induzivel

por hipdxia-1) em células tumorais humana de mama e proéstata (DU et al., 2012).

2.4.2. Camapu

O camapu (Physalis angulata) € uma planta nativa brasileira que cresce
como erva daninha, especialmente nas regiées Norte e Nordeste do Brasil e em
outros paises tropicais da Africa, América e Asia. No Brasil o Physalis angulata

apresenta varias denominacgdes populares como “Camapu”, “Bucho de R&”, “Jua
de Capote”, “Mata-Fome”, “Camaru”, “Camambu”,entre outras, e seu suco tem
sido utilizado como sedativo e depurativo, sendo indicado contra o reumatismo

(JUNIOR, 2013;SILVA, 2013).
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O género Physalis pertence a familia Solanaceae, contendo
aproximadamente cem espécies, em que na América do sul ha ocorréncia de 12
espécies, na qual encontra-se Physalis angulata. S&o plantas anuais e perenes,
e se diferem por suas frutas apresentarem um envoltorio, denominado célice,
apresentando sabor doce e sendo bastante consumida pelos povos indigenas
(Figura 8) (RUFATO et al., 2003).

Figura 8: Camapu (Physalis angulata).
Fonte: Autor (2017)

Nos frutos de camapu € possivel encontrar além de nutrientes essenciais e
de micronutrientes como minerais, fibras, vitaminas, compostos fendlicos,
elevados niveis de niacina, e carotenoides, trazendo um grande interesse em
seus potenciais com relacdo aos efeitos benéficos a saude humana, sua
atividade antioxidante e seus efeitos antimicrobianos (CAMLOFSKI, 2014).

Devido a presenca desses nutrientes e compostos, no oeste da Africa o
fruto vém sendo utilizada na medicina popular para o tratamento do cancer
(LAWAL et al.,, 2010). Assim como no Brasil que também é utilizado pela
medicina tradicional como anticoagulante, antileucémico, antimutagénico,
antiflamatorio, antiespasmadico, antisséptico, analgésico, entre outros (SILVA,
2013).

Em concordéancia com estudo realizado por HSEU et al. (2011), outro
trabalho confirmou que este fruto € um potencial agente anti-metastatico e anti-

angiogénico para o tratamento de inflamacdo e cancer. Tais caracteristicas

35



podem ser justificadas por esta espécie ser fonte natural de vinatolidos, que sao
compostos que apresentam efeitos farmacolégicos (TUAN ANH et al., 2018).

Em estudo realizado por (GAO et al.,, 2018), foi relatado que alguns
vitanolideos isolados de Physalis angulata apresentaram atividade citotoxica
para o cancer de figado (HepG2), mama (MDA-MB-231) e osteossarcoma (MG-
63). SUN et al., (2017) mostrou ainda atividades antiproliferativas significativas
contra os canceres humanos de prostata (C4-2B e 22Rv1), renal (786-0O, A-498,
e ACHN) e melanoma (A375-S2) e atividades inibitorias significativas contra a
producédo de NO (Oxido nitrico) pela acdo do camapu.

Outro composto com alguns estudos na literatura, presente no género
Physalis, é o witangulatina A, no qual € um composto ativo de vitanolideos, capaz
de exibir atividades antitumorais e tripanocidas, e afetar a funcao de linfécitos T
em camundongos, inibindo a expressdo de COX-2 por meio das vias de

sinalizacao da translocacao nuclear MAPKs e NF-kappaB (SUN et al., 2010).

2.4.3. Uxi
O uxi (Endopleura uchi) é uma espécie nativa da Amazbnia Brasileira

(Figura 9), estando praticamente dispersa em todos os estados da regido com
maior distribuicdo e frequéncia nos estados do Para e Amazonas, sendo de

grande utilizacdo pela populacdo nativa dessa regidao (BENTO, 2013).

Figura 9: Uxi (Endopleura Uchi)
Fonte: Autor (2017)
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O fruto € uma drupa elipsoide de 5 a 7 cm de comprimento, 3 a 4 cm de
diametro, com peso entre 50 e 70g e apresenta uma coloracdo verde-amarelada
ou pardo-escura quando maduro com uma ou duas sementes. E possivel
encontrar no uxi, acidos graxos (principalmente acido oleico e palmitico), fibras,
esteroides, sais minerais e vitaminas C e E, podendo haver a presenca do
composto bioativo carotenoide (ARAGAO, 2013).

Segundo TACON (2012), a polpa do fruto € farinacea, pastosa oleosa e
rica em nutrientes, tendo importancia econdmica e nutricional para a populacao
amazonica, sendo consumida de forma in natura ou na fabricacdo de sorteve e
licor. Sua casca vem sendo utilizada com finalidades terapéuticas, no tratamento
de tumores benignos e como anti-inflamatério.

A polpa deste fruto tém sido pouco estudada, no entanto, exibe elevados
teores de fitoesterois, principalmente [B-sitosterol+sitostanol (88,0 mg/100g),
brassicasterol (19,0 mg/100g) e stigmasterol (12,0 mg/100g), e tocoferois, com
37,49 ug/g de y-tocoferol e 200,92 ug/g de a-tocoferol, sugerindo altos valores
de vitamina E (COSTA et al., 2010). E em torno de 42 compostos volateis foram
identificados na polpa deste fruto, que consistem principalmente de 3,3-dimetil-
2-butanol e eugenol, assim como ésteres metilicos e etilicos de acidos graxos
(MARX et al., 2002).

Das cascas de Edonpleura uchi pode ser isolada a substancia bergenina,
na qual tem capacidade inibitéria do crescimento de microorganismo como,
Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus, Candida albicans, C. guilliermondii, Aspergillus
flavus, A. nidulans, C. tropicalis, A. nidulans, A. niger, Shigella sonnei, Serratia
marcenses, Klebsiella pneumoniae e Enterococcus faecalis, apresentando boa
atividade antimicrobiana e justificando seu uso tradicional contra infec¢cdes que
afetam o aparelho reprodutor feminino (SILVA et al., 2009). A berginina também
foi encontrada na polpa dos frutos de uxi por (MAGALHAES et al., 2007).

Embora o fruto de uxi tenha amplo potencial econdmico e biolégico, esta
espécie ainda necessita de estudos referentes aos seus componentes
presentes, além de pesquisas que comprovem a sua eficicia nos seus diversos

usos terapéuticos.
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3. Justificativa

A Amazonia representa uma das maiores riquezas naturais existentes no
mundo, onde encontram-se os frutos de abrico, de camapu e de uxi. Estas
espécies vegetais apresentam um enorme potencial do ponto de vista medicinal,
apresentando atividades biologicas como principal ativo.

A biodisponibilidade dos compostos bioativos nos alimentos, as suas rotas
metabdlicas e o modo de acdo de seus metabdlitos sdo importantes fatores no
seu efeito nas doencas cronicas ndo transmissiveis, pois estes podem ativar
diferentes vias de sinalizacdo intracelulares adaptativas contra o0 estresse
oxidativo, exercendo efeitos benéficos a satde humana.

Pesquisas de aspectos relacionados ao desenvolvimento do cancer
prostético sdo de suma importancia, uma vez que esse adenocarcinoma é a
neoplasia maligna mais comum na populagcédo masculina, e que este talvez possa
ser prevenido por modificacdes de habitos alimentares.

Ha poucos estudos relacionados a a¢ao dos extratos dos frutos de abrico,
camapu e uxi, no cancer de préstata, e o desenvolvimento deste projeto
contribuira para a compreensdo do impacto dos extratos sobre a proliferacéo,
ciclo celular e apoptose de células de adenocarcinoma de prostata. Os
resultados decorrentes deste estudo poderdo contribuir para o esclarecimento
do processo de captacgao intracelular desses compostos e a relacdo da atividade
antioxidante dos mesmos com o desenvolvimento do cancer de prostata.

Consequentemente, este trabalho tem por finalidade fornecer dados para a
comunidade cientifica, com vistas a auxiliar na elucidacdo do papel dos extratos
de abricd, camapu e uxi, o controle e prevencdo do desenvolvimento do cancer

prostético.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo geral

Avaliar a Influéncia de extratos de abricO (Mammea americana), camapu
(Physalis angulata) e uxi (Endopleura uchi) em linhagem celular humana de

adenocarcinoma de prostata.

4.2. Objetivos especificos

e Caracterizar os compostos bioativos dos extratos dos frutos de abrico,
camapu e uxi;

e Determinar a atividade antioxidante dos extratos de abricé, camapu e uxi;

e Avaliar o efeito dos extratos de abricd, camapu e uxi em fung¢éo do tempo
de incubacao e da concentracdo, sobre a viabilidade celular da linhagem
das células de prostata;

e Analisar os efeitos dos extratos de abricd, camapu e uxi sobre o ciclo

celular e apoptose em culturas de células da linhagem de prostata.
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5. Material e Métodos

5.1. Matéria-prima e obtengéo dos extratos

As amostras de abricé (Mammea americana), camapu (Physalis angulata)
e uxi (Endopleura uchi) foram coletadas de regides produtoras do Estado do
Para. Tais amostras foram transportadas e armazenadas no Laboratério de
Alimentos Funcionais da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro
(UNIRIO), RJ.

5.2. Elaboracao dos extratos

Os extratos de abricd, camapu e uxi, foram produzidos com etanol e agua,
no Laboratorio de Alimentos Funcionais, da Universidade Federal do Estado do
Rio de Janeiro, para a elaboracao dos extratos aquosos foram pesado 2509 das
amostras (polpas) em um bécher e em seguida, adicionado 80 mL da solucéo
extratora. Apos 15 minutos de repouso, a solucéo foi colocada no ultrassom
(Brandon 2210) por periodo de 10 minutos. O residuo foi coletado para trés
novas extragdes. A solucao foi filtrada e avolumada em um baldo volumétrico de
vidro de 1L. ApOs a extracdo, os extratos foram congelados em recipientes
apropriados no ultrafreezer a —-86°C (Indrel® Ultrafreezer) e em seguida
liofilizados em liofilizador (LD300 Terroni®) por 24 horas. As amostras liofilizadas
foram armazenadas em tubo falcon, em freezer a -182C até o momento das
andlises.

Para a elaboracdo dos extratos etandlicos de abricé, camapu e uxi, 0
processo de extracdo seguiu as mesmas etapas de extracdo que o extrato
aguoso liofilizado, com adic&o de filtragdo da solu¢cdo em papel de filtro Whatman
number 1, e em seguida o residuo de etanol secundario foi evaporado sob baixa
pressdo a 45°C em rotaevaporador, para logo apés serem liofilizados e entéo
armazenados em tubo falcon no freezer a -182C até o momento das analises
(GUIMARAES et al., 2017).

Os extratos de abricé, camapu e uxi, foram padronizados para 0s

experimentos de atividade citotoxica, e foram realizadas trés repeticbes para 0s
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tratamentos descritos, 0s quais foram submetidas a todas as analises propostas

nos itens abaixo.

5.3. Avaliacado da atividade sequestrante do radical DPPH

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER;
BERSET, 1995). O DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil) € um radical livre estavel que
aceita um elétron ou um radical de hidrogénio para tornar-se uma molécula
diamagnética estavel e desta forma, € reduzido na presenca de um antioxidante.
Para avaliagcdo da atividade antioxidante, os padr6es comerciais dos &cidos
foram adicionados para reacdo com o radical estavel DPPH em uma solucéo de
metanol. Na forma de radical, o DPPH possui uma absorcao caracteristica a 515
nm, a qual desaparece apds a reducao pelo hidrogénio arrancado de um
composto antioxidante. A reduc¢éo do radical do DPPH foi medida através da
leitura da absorbancia a 515 nm em 30 min de reacédo. A atividade antioxidante
foi expressa de acordo com a Equacdo 1 de MENSOR et al. (2001), descrita
abaixo:

%AA = 100 -{[(Absamostra — Absbranco) X 100] / Abs controle}

5.4. Analise determinacdo da atividade antioxidante total pelo método de
reducgéo do Ferro (FRAP)

A atividade antioxidante pelo método de FRAP sera determinada de
acordo com (RUFINO et al., 2006). Este método baseia-se na quantificacdo da
capacidade de reducdo do complexo Fe(lll)-TPTZ (cor azul clara) para o
complexo Fe(ll)-TPTZ (cor azul escura) em meio &cido, reacdo esta que €
desencadeada pelo antioxidante presente na amostra. O método consiste em
adicionar a 100 pL da amostra e quantificar, em 2,7 mL de reagente FRAP
somado a 270pL de agua destilada. Apds 30 minutos em banho-maria é efetuada
a leitura de absorbéancia a 595 nm. Os resultados serdo expressos em uM de
sulfato ferroso por grama de amostra. A curva padrao sera produzida com uma

solucéo de sulfato ferroso com quatro diluicdes diferentes.
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5.5. Analise de atividade antioxidante total pela captura do radical ABTS™*

O método ABTS (acido 2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico)
foi utilizado como descrito (RUFINO et al., 2007). O radical ABTS™* é formado
por uma reagdo quimica com persulfato de potadssio em uma relacéo
estequiométrica de 1: 0,5. Uma vez formado, o radical ABTS™ é diluido em etanol
até obter uma medida de absorbancia de 0,70 (x 0,02) a um comprimento de
onda de 734 nm. Aliquotas com trés diferentes volumes das amostras de acidos
serdo utilizadas de modo a restar um volume final de 3ml em cada leitura. As
leituras foram realizadas em triplicata. Uma curva padrao com solu¢des de Trolox
e outra curva com acido ascorbico serdo produzidas.

Os resultados foram expressos em TEAC, atividade antioxidante
equivalente ao Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-4cido carboxilico) em

pmol de trolox e pmol de acido ascoérbico por grama de amostra.

5.6. Determinacdo de compostos fendlicos totais

A analise de compostos fendlicos totais dos extratos foi realizada de acordo
com o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton e
Rossi (1965), utilizando o &cido galico como padréo. A determinacdao foi realizada
usando aliquotas de 0,25 ml a 1 ml dos extratos obtidos anteriormente, que foram
transferidas para tubos de ensaio e adicionado 2,5ml do reagente Folin
Ciocalteau, diluido em &gua 1:10. A mistura permaneceu em repouso de 3 a 8
minutos. Em seguida foi adicionado 2ml de carbonato de sodio 4% e os tubos
foram deixados em repouso por 2 horas, ao abrigo da luz. A absorbancia foi

medida em espectrofotbmetro a 760nm.

5.7. Ensaio ORAC

Este método, mede a capacidade do antioxidante em sequestrar radicais
peroxil que sdo gerados por uma fonte radicalar, AAPH (2,2 -azobis(2-
amidinopropano) dihidroclorado), a 37°C. O radical peroxil, gerado pela reacéo

do com oxigénio atmosférico, reage com o indicador fluorescente para formar um
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produto ndo fluorescente, que pode ser medido por espectrofotometria com
maxima emissdo de fluorescéncia em 575 nm e 578 nm. Este ensaio avalia a
atividade antioxidante através da inibicAo da oxidacdo, induzida pelo radical
peroxil, por transferéncia de atomos de hidrogénio. A atividade antioxidante das
substancias foi determinada através da diferenca entre a area da amostra
subtraida pela area do branco, medida pelo decaimento da fluorescéncia com a
adicéo da substancia antioxidante no decorrer do tempo.

Usando-se Trolox de concentragdes conhecidas, uma curva padréo foi
gerada e a atividade ORAC da amostra foi calculada. Este ensaio expressa o
resultado em unidade de ORAC ou equivalentes de Trolox, o qual corresponde
a quantidade de Trolox em micro mols que tem a mesma atividade antioxidante

de um litro da solucéo testada.

5.8. Caracterizacdo do perfil fitoquimico por UPLC-MSE

Os extratos dos frutos foram pesados (1g) para extracdo com solucao de
metanol no banho de ultra-som com posterior centrifugacao até descoloracao da
solucdo. Em seguida, uma aliquota (1ml) do extrato foi seca com ar comprimido,
sendo a mesma ressuspendida em metanol e &cido férmico para analise
cromatografica. Na andlise cromatogréfica utilizou-se um cromatografo liquido
de alta eficiéncia (HPLC) (Alliance 2695, Waters) equipado com detector de
arranjo de fotodiodos e utilizando uma coluna C18 BDS (100 mm x 4,6 mm, 2,4
pm, ThermoScientific) e modo de eluicdo de gradiente com acetonitrila e acido
férmico. Para analises UPLC-MS, 2 ul de extratos e padrdes foram injetados em
triplicata em um Acquity UPLC (Waters, Milford, MA) acoplado ao sistema Xevo
G2-S QTOF-MS / MS (Waters, Manchester, Reino Unido) equipado com uma
electrospray, fonte de ionizacdo (ESI) operando no modo ibnico negativo. A
coluna utilizada foi UPLC HSS T3 C18 (100 mm x 2,1 mm, 1,8 um) (Waters,
Irlanda). A coluna e o amostrador automatico foram mantidos a 30 ° C e 8 ° C,
respectivamente. A taxa de fluxo foi de 0,6 mL / min e a eluicdo gradiente de fase
movel consistiu em agua acidificada (formiato de aménio 5 mM e 0,3% &acido

férmico, v / v) (bomba A) e acetonitrila contendo 0,3% de &cido formico (bomba
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B). seguinte: 97% A a 0 min, 50% A a 6,8 min, 15% A a 7,4-8,5 min, seguido por
um passo de equilrio adicional 97% A a 9,1-12 min. Os dados foram adquiridos
usando uma aquisicdo MS/MS multiplexada com aquisi¢cdo de energia baixa e
alta alternada (MSE) no modo centrdide, coletando dados de m / z 50-1000. A
tensao capilar e do cone foram ajustadas em 3,0 kV e 30 V, respectivamente. O
gas de dessolvatacao (N2) foi regulado para 600 L / h a 450 ° C, o gas cone foi
regulado para 50 L / h e a temperatura da fonte a 120 ° C. Experimentos MS/MS
foram realizados com energia de colisao variando de 30-55 e usando argonio
puro ultra-alto (Ar) como um gas de colisdo. A aquisio de dados foi realizada
utilizando MassLynx 4.1 (Waters Corporation, Milford, MA). Para garantir
precisao e reprodutibilidade, todas as aquisi¢cdes foram realizadas pela infusdo
de calibracio de massa de bloqueio com leucina-encefalina (Waters
Corporation, EUA) (m / z 554.2615) em uma concentracdo de 1,0 ng / L em
acetonitrila: H20 (50:50, v / v) com 0,1% (v / v) de acido formico a um caudal de
10 pL / min.

Os dados brutos de todas as réplicas foram processados com Progenesis
QI v2.1 (Nonlinear Dynamics, Waters Corporation, Reino Unido) com as
seguintes condicfes: todas as corridas, limites automaticos, dados centréides,
resolucao total largura a metade do maximo (FWHM) de 50000 Modo de ionizao
negativa, molula desprotonada [M-H]-. A identificacdo dos compostos bioativos
foi realizada através da pesquisa de polifenéis com MetaScope, utilizando um
banco de dados customizado de compostos de polifenol da PubChemiD,
utilizando os seguintes parametros: tolerancia ao erro precursor e massa de
fragmentos (5 e 10 ppm, respectivamente), tempo de retencéo 7,5 min. A analise
de alvos foi também aplicada para a identificacdo dos compostos fendlicos,
comparando os parametros de execucao de padrdes fendlicos, como o tempo
de retencdo, massa exata, erro de massa e 0s espectros de MS-MS, além dos
demais parametros acima mencionados. Os dados processados foram
exportados para o EZinfo, onde foi elaborada a Analise de Componentes
Principais (ACP).
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5.9. Cultura de células e protocolo de tratamento

A linhagem celular de adenocarcinoma de préstata (PC-3) foi obtida a
partir do Banco de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro. A
linhagem de prostata foi cultivada em meio DMEM - high glicose suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina, pH 7,4, sob atmosfera de 5%
de CO2. Para cada experimento, as células foram plagueadas (10# células/cm?)
em placas de 6 e 96 pocos, para analises de ciclo celular e proliferacédo celular,

respectivamente.

5.10. Incubac¢do dos compostos na linhagem celular de prostata

As células adenocarcinoma de préstata foram incubadas com os extratos
em diferentes concentracdes, no tempo de incubacéo de 24 horas. Tais células
foram incubadas com os extratos aquosos e etandlicos de abricd, camapu e uxi,
dissolvidos em meio de cultura ndo suplementados com soro. Apds a incubacéo,
as células foram lavadas trés vezes com PBS refrigerado a cerca de 10°C. As
células foram entdo retiradas da placa, centrifugadas e o sobrenadante,
reservado para analise. O precipitado celular foi mantido a -80°C até o momento

da extracao.

5.11. Ensaio de viabilidade e proliferacéo celular (MTT)

A viabilidade celular foi determinada conforme descrito por Mosman
(1983) pelos ensaios de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-
tetrazolio).

ApoOs serem tratadas com o0s extratos de abricO, camapu e uxi nas
diferentes concentragdes, no tempo de 24 horas (5 pogos em duplicata para cada
amostra), foram adicionados a cada pogo 10 yL de MTT (5 g/L). Ap6s 4 horas
de incubacado, o meio foi removido e 50 yL de dimetilsulfoxido (DMSO) foram
adicionados para dissolver o formazan produzido. A leitura foi feita em leitor de

ELISA no comprimento de onda de 570 nm. A taxa de inibicdo da proliferacéo
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celular (CPIR) foi expressa em percentual e calculada através da seguinte

formula:

1 — valor médio do grupo experimental
CPIR = - X 100
valor médio do grupo controle

5.12. Analise de ciclo celular

As células de adenocarcinoma de prostata incubadas na presenca e
auséncia dos extratos de abricd, camapu e uxi em diferentes concentracfes e
tempos de incubacgéo foram lavadas rapidamente com solucéo salina tamponada
(PBS) livre de célcio e magnésio e foram destacadas com auxilio de tripsina em
temperatura ambiente. A suspensao celular do extrato aquoso de abrico foi
filtrada e junto com os demais extratos foi analisada para contetdo de DNA por
citometria de fluxo. As células com conteddo menor de DNA que Gi1 na
distribuicdo do ciclo celular foram contadas como células hipodiploides (subfase
G1). As proporgdes relativas de células com conteddo de DNA indicativo de
apoptose (<2n), Go/Gi dipldide (2n), S (fase>2n, mas <4n), e fase G2/M (4n)
foram adquiridos e analisados utilizando CellQuest e FlowJo, respectivamente
(SUN, K.; WANG; HUANG, 2006). A percentagem de populacdo de células em

uma fase especifica foram estimada com FlowJo software.

5.13. Avaliacdo da inducéo da apoptose

O numero de células sinoviais em apoptose ou necrose foi identificado
pelo ensaio de externalizacdo da fosfatidilserina por meio da técnica de
citometria de fluxo proposta por BUCCHIERI et al. (2002). As células de
adenocarcinoma de préstata foram incubadas em tubos de propileno, protegidas
da luz e mantidos a temperatura ambiente por 15 minutos. A deteccdo do
percentual de células em apoptose e necrose foi determinada em citdmetro de

fluxo utilizando-se o software Cell Quest iPro. As populagdes celulares
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analisadas foram reconhecidas por meio das propriedades FSC/SSC das
mesmas. A fluorescéncia verde do FITC foi mensurada a 530£30nm (detector
FL1) e a fluorescéncia vermelha do iodeto de propideo foram mensuradas a
585+42nm (FL2).

6. Analises estatisticas

Os dados foram apresentados como médias + desvio padrdo de dois
experimentos independentes feitos em triplicata (n=3). Os dados experimentais
obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas através do teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,

utilizando-se o programa GraphPad Prism 5.
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7. Resultados
7.1. Compostos fendlicos totais

Os frutos de abricé, camapu e uxi foram submetidos a anélise de
compostos fendlicos totais a partir de extracbes submetidas a diferentes
solventes (agua e etanol), com o intuito de determinar a melhor solucéo extratora
destes compostos. Os resultados obtidos a partir da capacidade redutora de
Folin-Ciocalteu mostraram que a maior parte dos extratos etandlicos dos frutos
de abricé, camapu e uxi apresentaram maior quantidade (p<0,05) de compostos

fenolicos quando comparados aos extratos aquosos (Figura 10).
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Figura 10. Compostos fendlicos totais em extrato aquoso de abrié (AA, camapu (CA) e uxi (UA)) e etandlico (E) de
abric6 (AE), camapu (CE), e uxi (UE). Os resultados foram comparados pelo teste One-way ANOVA, com pos-teste
de Tukey (p <0,05).

De modo geral, pode-se observar que o extrato etandlico de uxi foi o fruto
que apresentou maior quantidade de compostos fendlicos (701,839 mg
AGE/100gq), seguido pelo abricé (556,105 mg AGE/100g) e camapu (237,39 mg
AGE/100g). Em relacdo aos extratos aquosos destes frutos, foi possivel
encontrar 237,329 mg AGE/100g e 424,512 mg AGE/100g de compostos
fendlicos totais para os frutos de abricé e uxi, respectivamente, apresentando
diferenca significativa (p <0,05), quando comparados a seus extratos etanolicos.

N&o foram observadas diferencas significativas (p> 0,05) no teor de compostos
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fendlicos entre o extrato aquoso (370,385 mg GAE/100g) e o extrato etandlico

na amostra de camapu.

7.2. Caracterizacao do perfil de compostos bioativos por UPLC-MSE

Os metabdlitos secundéarios dos extratos aquosos e etandlico de abricd,
camapu e uxi foram determinados por UPLC-MSE, no qual 293 compostos foram
separados e tentativamente identificados (Tabela 1) e classificados em oito
classes, sendo estas: acido fendlico, flavonoides , chalconas, cumarinas,
compostos relacionados a aminoécidos, compostos relacionados a &cidos
graxos e terpenos.

Entre os frutos, os extratos de abrico foram os que identificaram maior
quantidade de compostos, no qual 209 pertencia ao extrato aquoso e 188 ao
extrato etandlico. O extrato de camapu apresentou 183 compostos para extrato
aquoso e 186 para extrato etanolico. Uxi foi o fruto com menor nimero de
compostos identificados, sendo o valor de 164 para o extrato aquoso e 165 para
0 extrato etandlico. Alguns metabdlitos foram encontrados apenas em um extrato
particular de frutas, no qual 50 compostos foram encontrados somente no fruto
de abrico (25 para o extrato aquoso, 25 para o extrato etandlico), 43 apenas em
camapu (22 para o0 extrato aquoso, 23 para 0 extrato etandlico) e 36
exclusivamente no fruto de uxi (14 para o extrato aquoso, 22 para 0 extrato
etandlico).

Os metabdlitos droserona (m/z 203,03), e Norlichexantona (m/z 6,92) foram
encontrados apenas no extrato hidrofilico de abrico, e Procyanidin C1 (m/z
865,19), Cis-3,4-Leucopelargonidin Il (m/z 289,07) e Piquerol A (m/z 165,09)
foram encontrados apenas nos extratos etanodlicos deste fruto. Myristicin, 11-
Deoxocucurbitacin foram identificados em extratos hidrofilicos de camapu e
acido sinapico | (m/z 223,06) e pseudopurpurina (m/z 299,01), em seu extrato
etandlico.

No que se refere aos extratos de uxi, 0 metabdlito 4-Coumaroilchiquimato
foi reconhecido em seu extrato hidrofilico e os metabdlitos Acido Ferdlico | (m/z
193,05), Kaempferol Il (m/z 285,04), Jacareubin (m/z 325,07), 6-Deoxyjacareubin
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(m/z 309,07), Acido Vanilatico Il (m/z 167,03), Nigakilactona A (m/z 377,19), Acido

Asiatico (m/z 487,34), Acido Jasmdnico (m/z 209,11), em seu extrato etandlico .

Tabela 1. Classes de compostos bioatvos de extratos aquoso (A) e etandlico (E) de extratos de abrico,
camapu e uxi.

Abricé Camapu Uxi
Compostos (n/%)

A E A E A E

Acidos Fenolicos 43 37 a4 40 38 35
(20.57%) (19.68%) (24.04%) (21.51%) (23.17%) (21.21%)

Flavonoides 36 30 33 29 24 27
(17.22%) (15.96%) (18.03%) (15.59%) (14.63%) (16.36%)

Chalconas 2 2 2 2 3 3
(0.96%) (1.06%) (1.09%) (1.08%) (1.83%) (1.82%)

Cumarinas 16 15 14 14 8 9
(7.66%) (7.98%) (7.65%) (7.53%) (4.88) (5.45%)

Compostos relacionados 17 14 17 20 18 15
a aminoacidos (8.13%) (7.45%) (9.29%) (10.75%) (10.98%) (9.09%

Compostos relacionados 22 22 11 12 14 15
a 4cidos graxos (10.53%) (11.70%) (6.01%) (6.45%) (8.54%) (9.09%)

Terpenos 46 43 39 39 39 35
(22.01%) (22.87%) (21.31%) (20.97%) (23.78%) (21.21%)

Outros compostos fendlicos 21 25 23 30 20 26
(12.92%) (13.30%) (12.57%) (16.13%) (12.20%) (15.76%)

209 188 183 186 164 165

Total (100%)  (100%) (100%) (100%) (100%)  (100%)

n —numero de compostos identificados / % - porcentagem total de compostosentre as classes comparado com o total.

A classe dos acidos fendlicos foi a predominante em relacdo a presenca de
compostos fendlicos nos frutos estudados, nos quais 0s extratos de camapu
aguoso (CA) e etandlico (CE) apresentou 44 e 40 metabdlitos, respectivamente,
seguido de 43 compostos para o extrato de abric6 aquoso (AA) e 37 para o
extrato etandlico (AE) , e 38 metabdlitos para o extrato de uxi aquoso (UA) e 35
para uxi etanolico (UE), sendo o uxi o fruto com menor identificacdo de acido
fendlicos. Os flavonoides, também foram compostos fendlicos identificados nos
extratos dos frutos , estando presente em maior quantidade nos extratos
aquosos de AA e CA, e no extrato etanolico de uxi.

Foi possivel identificar uma segunda classe de metabdlitos secundario em
abundéancia neste estudo, sendo esta, 0s terpenos, no qual para para extratos a
AA e extratos AE, os principais compostos foram identificados nesta classe,
sendo 46 compostos de AA e 43 para AE. Esta classe de compostos foi também

predominante em amostras de UE em um total de 39 compostos.
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Para caracterizar e classificar os seis extratos de frutos de acordo com o
perfil fitoquimico, utilizou-se a Analise de Componentes Principais (ACP) (Fig.
11). Os resultados mostraram que a Hallactona B I, Eleganin I, 5-Hydroxyferulic
acid methyl ester Il, Justicidina A, 7,2'-Di-hidroxi-4'-metoxi-isoflavanol, Lancerin
Il, 6-Methoxytaxifolin 1l, Zapoterina, Salvinorina A, Acido meconico, Acido
Benzdico Il, Mammeisin I, Auriculoside, Lancerin |, Loforforina, Visnagin, Acido
sinapico I, Alccol sinapilico 11, 6-Methoxytaxifolin 1, Isobruceina A, Syringin |,
Graminiliatrin I, Hymenoxon Ill, Mammeisin, Picrotoxinina I, 7-desoxiloganato,
Oleoside Dimetiléster I, Gossipol, Acido loganico, Acido 2-hidroxicinamico I,
foram os metabdlitos mais significativos para caracterizacéo e classificacdo dos
extratos de frutos. Estes parametros foram significativamente carregados nos
dois principais componentes principais (PC 1 e PC 2), explicando mais de 72%
da variancia. O primeiro componente principal (PC1) foi capaz de explicar
36,37% da variacdo, enquanto o segundo (PC2) explicou 36,06% da variacao
total (Figura 11). O gréfico de disperséo dos escores dos extratos de frutos para
PC1 e PC2 demonstra que os extratos dos frutos apresentam composicoes
diferentes, mas os extratores removem metabdlitos similares para abrico,
camapu e uxi.

A abundéancia relativa dos compostos que explicaram o ACP pode ser
analisada na figura 12, cada célula colorida no mapa corresponde a abundancia
relativa, com compostos em linhas e amostra em colunas. O &lcool sinapilico Il
(133) € um metabdlito com grande abundancia relativa em extratos de abrico.
Um dos metabdlitos com maior abundancia relativa para o extrato de camapu foi
o Seringina (129) e o acido mecbnico (224) demonstra alta abundancia relativa
aos extratos de uxi. Estes compostos foram tentativamente identificados a partir

destes frutos pela primeira vez.
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Figura 11. Projecéo variavel dos compostos fendlicos tentativamente identificaveis em extratos
aquosos e etandlicos de abrico, camapu e uxi (CAP).
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Figure 12. Heat map gerado a partir de andlise hierarquica de agrupamentos (HCA) baseada na
intensidade de 30 compostos fendlicos em extratos aquoso e etanélico de abricd, camapu e uxi.
A abundéancia dos compostos fendlicos avaliados por UPLC-MSE é representada por cores no
eixo X. Hallactona B Il (266), Eleganin | (239), 5-Hydroxyferulic acid methyl ester Il (122),
Justicidina A (144), 7,2'-Di-hidroxi-4'-metoxi-isoflavanol (87), Lancerin Il (200), 6-Methoxytaxifolin
Il (104), Zapoterina (284), Salvinorina A (267), Acido meconico (224), Acido Benzoico Il (4),
Mammeisin 1l (150), Auriculoside (106), Lancerin | (199), Loforforina (183), Visnagin (221), Acido
sinapico I (29), Alccol sinapilico 1l (133), 6-Methoxytaxifolin | (103), Isobruceina A (277),
Seringina | (129), Graminiliatrin 1 (233), Hymenoxon 1l (231), Mammeisin (93), Picrotoxinina |, 7-
desoxiloganato (235), Oleoside Dimetiléster Il (286), Gossipol (228), Acido loganico (253), Acido
2-hidroxicinamico 11 (36).
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7.3. Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante dos extratos dos frutos amazodnicos foram
determinados por quatro diferentes métodos com diferentes mecanismos de
acao: ABTS, DPPH, FRAP e ORAC (Tabela 2). De acordo com BARROS et al.
(2017), um Uunico método ndo explica com precisdo todos os grupos de
compostos antioxidantes, devido a complexidade das matrizes dos frutos e as
interferéncias que essas metodologias podem sofrer.

O ensaio ABTS revelou valores variando entre 263,67 + 23,90 e 1602,7
30,16 uM Trolox/g™t, em que a maior capacidade antioxidante foi apresentada
em amostras de UE (1602,7 + 30,16 uM Trolox g-1), seguido de AE (937.66 +
218.49 uM Trolox/g-1) e CE (419.43 + 18.55 yM Trolox g-1). Nao houve diferenca
estatistica (p>0,05) entre o extrato aquoso e etandlico de camapu, também néo
foi possivel obter resultados com diferenca estatistica entre AA (263.67 + 23.90
WM Trolox/g-1) e UA (271.86 + 22.14 uM Trolox/g-1) (p<0,05).

Em antioxidante medido por DPPH, a maior atividade encontrada foi no
extrato etandlico de abricd, cujo valor foi de 1168,42 umol TE/100 g, seguido dos
extratos etanolicos de camapu (705,771 ymol TE/100 g) e uxi (509,68 pmol
TE/100 g). O extrato aquoso de uxi apresentou menor atividade antioxiante, por
meio deste método (46.95+ 17.17 umol TE/100 g) (Tabela 2).

Table 2. Atividade antioxidante dos extratos de abricd, camapu e uxi pelos métodos de ABTS,
DPPH, FRAP e ORAC.

Método

Abricé Camapu Uxi

AQuoso Etandlico AQuoso Etanélico AQuoso

Etanélico

ABTS

(MM Trolox g™")

DPPH

(MM Trolox g™*

FRAP
(umol sulfato
ferroso/qg)

ORAC

(mM Trolox g?)

263.672£23.90 937.66°+218.49 432.74°£16.17 419.43°£18.55  271.863+22.14

) 336.602£3.05 1168.42°+218.56 386.24°+116.99 705.779£100.74  46.95°+17.17

564.182+18.90 1381.13°+189.95 970.60°+28.92 1183.98'°+46.62 376.66%+1.81

5.172+0.56 8.880+0.52 12.30°+1.15 11.15°+0,42 14.339+1.36

1602.79+30.16

509.27+26.95

448.68%+41.97

15.049+0.84

Resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha
apresentam diferenca significativa. Os resultados foram comparados pelo teste One-way
ANOVA, com pés-teste de Tukey (p <0,05).
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O extrato etanodlico de abricé também apresentou a maior atividade ao
poder redutor férrico (FRAP) em relacdo a extracdo hidrofilica, 1381,13 pumol
sulfato ferroso/g e 564,85 pmol sulfato ferroso/g, respectivamente.

Em relagéo ao ensaio ORAC, os resultados revelaram que o extrato de uxi
obteve o valor elevado para este método (15,04 + 0,84 mM Trolox/g™ - etandlico
e 14,33 + 1,36 mM Trolox/g™ - aquoso), seguido do extrato de camapu (11,15 +
0,42 mM Trolox g-1 - etanolico e 12,30 + 1,15 mM Trolox/g™? - aquoso) e por
abrico (8,88 + 0,52 ymol TE/100 g - etandlico e 5,17 £ 0,56 ymol TE/100 g -
aguoso), apenas o diferentes extratos de abricé apresentaram diferenca

significativa (p> 0,05).

7.4. Correlacdo entre compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante

Os coeficientes de correlacdo de Pearson (r) entre os compostos fenélicos
totais e a capacidade antioxidante dos extratos aquoso e etandlico sao
apresentados na figura 13. Os resultados sugerem que os compostos fendlicos
totais contribuiram para a capacidade antioxidante in vitro dos extratos de acordo
com o método utilizado.

Para abric6, o extrato aquoso obteve forte correlacdo entre os compostos
fendlicos totais e 0 ensaio ORAC (r = 0,958), e baixa correlacdo para os métodos
ABTS (r=0,118) e DPPH (r = 0,147) (Figura 13A). Para o extrato etandlico, as
Unicas metodologias de capacidade antioxidante com correlacdo positiva com
compostos fendlicos totais foi ORAC (r = 0,640) e DPPH (r = 0,910).

Em relacdo ao fruto de camapu, o extrato aquoso apresentou boa
correlacdo entre compostos fendlicos totais e ABTS (r = 0,843) e ORAC (r =
0,752), e correlagdo negativa com o DPPH (r = - 0,999). Para o extrato etanélico,
0s métodos que utilizam radicais comerciais demonstraram correlacdo negativa
com os compostos fendlicos totais, no entanto, o ORAC foi 0 Unico ensaio que
apresentou boa correlagéo (r = 0,221) (Figura 13B).

Em relag&o ao fruto uxi, o extrato aquoso apresentou baixa correlagédo com
compostos fendlicos totais em relacdo ao ensaio de DPPH, r = 0,019. Para o
extrato etandlico, o Unico ensaio com boa correlagdo com 0s compostos
fendlicos foi o ORAC (r = 0,529) e DPPH.
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Figura 13. Coeficiente de correlacdo entre os diferentes métodos de anioxidante (ABTS, DPPH,
FRAP e ORAC) e compostos fendlicos totais (CF) em extratos aquoso (A) e etandlico (B) de abricé
(A), camapu (C) e uxi (U).

7.5. Efeitos dos extratos de abricd, camapu e uxi em linhagem de célula de
cancer de préstata

7.5.1. Viabilidade celular - MTT

Para avaliar a atividade citotoxica dos diferentes extratos de abrico,
camapu e uxi em linhagem de células de cancer de préstata (PC-3), foram
incubados diferentes concentragdes de extrato (0.62, 1.45, 2.5, 5.0, 10, 20, e 40
mg/mL), apds 24 horas de incubacéo, a viabilidade celular foi determinada por
ensaio de MTT. Os extratos aquosos e etanodlicos das frutas inibiram o

crescimento de maneira dose-e tempo-dependente (Figura 14), foi possivel
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Viabilidade celular
(% comparado ao controle)

observar que as concentracdes iniciais ndo foram capazes de modificar a
quantidade de células viaveis, em relacdo as células néo tratadas. No entanto, a
concentragdo de 20 mg/mL de extrato € possivel observar efeito citotoxico para
ambos os extratos, quando comparados as células ndo tratadas.
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Figura 14. Efeito do extrato aquoso (AA) e etandlico (AE) de abric6 (A), do extrato de camapu
aguoso (CA) e etandlico (CE) (B) e do extrato de uxi aquoso (UA) e etandlico (EU) (C) sobre a
viabilidade celular da linhagem PC-3 ap6s 24 horas de tratamento.

Os extratos aquosos foram capazes de inibir a viabilidade celular das
células cancerigenas de PC-3, na qual a concentracdo de 40 mg/mL reduziu em
mais de 50% o numero de células viaveis, em relacédo as células ndo tratadas.
Na figura 14 (B) é possivel observar que o extrato aquoso de camapu (CA), foi o
extrato que apresentou maior efeito inibitorio, capaz de promover maxima
reducado de percentual de células viaveis de 85,62%, seguido do extrato aquoso
de abricé (AA) para 77,05% e logo o extrato aquoso de uxi (UA) para 40,26%
(Fig. 14 (C)). Os extratos etandlicos de camapu (CE) e uxi (UE), nesta mesma
concentracdo, reduziram o numero de células PC-3 para 79,31% e 77,69%,
respectivamente, gerando também um efeito inibitério de mais 50% sobre

viabilidade celular. O extrato etandlico de abricé (AE) reduziu para 66,15%.
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Em relacdo aos tratamentos com 20 mg/mL de extrato destes frutos é
possivel observar que alguns extratos foram capazes de realizar grande
alteracdo metabdlica nas células de cancer de préstata, como, AA (31,76%), CA
(25,65%), e UE (23,09%). No entanto, os extratos AE (57,80%), CE (80,39%) e

UA (83,43%) ndo apresentaram uma boa reducéo da viabilidade celular.

7.5.2. Ciclo Celular

Devido os extratos dos frutos inibirem significativamente o crescimento de
células PC-3 nas concentracdes de 20 e 40mg/mL, no tempo de 24 horas,
avaliou-se os efeitos dos mesmos na progressao do ciclo celular. Na figura 15,
€ possivel observar a acdo do extrato AA na fase S do ciclo celular, com o
tratamento de 20 mg/mL, ocasionando o aumento de 16,68% * 1,43 de células

PC-3 em relacao as células nao tratadas (5,63% + 0,51).
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Figura 15. Efeito do extrato aquoso (AA) e etandlico (AE) de abricd sobre a progresséo do ciclo
celular em células PC-3, 24 horas ap0s a incubacao. As fases do ciclo celular estéo ilustradas
em controle, abric6 agua 20mg/mL (AA20), abricé dgua 40mg/mL (AA40), abricé etanol 20
mg/mL (AE 20) e abrico etanol 40 mg/mL (AE40). Os resultados sdo expressos com média +
desvio padrdo. Diferencas significativas entre as células ndo tratadas (CT) e as tratadas

(20mg/mL e 40mg/mL) foram comparadas pelo teste One-way ANOVA, com poés-teste de Tukey
(*p <0,05).
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A figura 16 mostra que o extrato CA, na concentracao de 20 mg/mL foi
capaz de aumentar o nivel das células na fase G2/M em 60,24% * 1,25 e na
fase S em 8,08% = 0,09, havendo diferenca estatistica em relacdo ao controle
(P<0,05). O tratamento com o extrato UA, nesta mesma concentracéo, realizou
alteracdes na primeira fase do ciclo celular, levando a reducdo quantidades de
células PC-3 presentes em Go/Gi1 em relagéo as células néo tratadas (54,03
2,58 vs. 63,57 £ 1,02%).

Controle Controle

o 200 00 0o o0 10 o
2-Area o

CA20 8

60

40

20

oy
Y -]
e
»8

Células(%)

-
*
Células(%)
8

G0-G1 S G2-M . e e soe T GO0-G1 s G2-M
Bl Controle [J 20mg/mL 3 40mg/mL R Controle [ 20mg/mL 3 40mg/mL

CA40

Figura 16. Efeito do extrato aquoso (CA) e etandlico (CE) de camapu sobre a progressédo do
ciclo celular em células PC-3, 24 horas ap0s a incubacdo. As fases do ciclo celular estdo
ilustradas em controle, camapu agua 20mg/mL (CA20), camapu agua 40mg/mL (CA40),
camapu etanol 20 mg/mL (CE 20) e camapu etanol 40 mg/mL (CE40). Os resultados s&o
expressos com média + desvio padrdo. Diferencas significativas entre as células néo tratadas
(CT) e as tratadas (20mg/mL e 40mg/mL) foram comparadas pelo teste One-way ANOVA, com
pos-teste de Tukey (*p <0,05).

O tratamento com os extratos AA e CA na concentragdo de 40mg/mL
interrompeu as células PC3 na fase Go/G1 do ciclo celular, 67,65 + 1,40 e 66,13
+ 0,48%, respectivamente, enquanto a progressdo do ciclo permaneceu
inalterada nas células nao tratadas, (Figuras 15 e 16). Esses dados sugerem que
estes extratos inibem, pelo menos em parte, o crescimento de células PC-3
induzindo a parada Go/Gai. O tratamento com 40 mg/mL de extrato UA aumentou
significativamente o nimero de células retidas na fase G2/M, em comparacéo ao
controle (30,17 £ 0,96 vs. 24,0 £ 0,88%, p<0,05) (Fig. 17).
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Em relacdo aos extratos etanélicos na menor concentracdo (20mg/mL), o
extrato de camapu foi Unico que apresentou modificacdo significativa (p<0,05)
na fase S do ciclo celular, resultando no aumento de 17,15% + 0,22 de células
em comparacéo a 7,36% = 0,20 de células PC-3 néo tratadas, ocorrendo mais
gue o dobro de concentracao de células.

O extrato UE, nesta mesma concentracao, ocasionou mudangas em duas
fases do ciclo celular, em relagdo ao controle, sendo esta a diminuigcédo (48,73
3,29 vs. 57,97 = 0,68%, p<0,05) de células presentes na fase Go/Gi e a
concentracéo (37,43 + 3,25 vs. 27,65 £ 1,33%, p<0,05) em G2/M. O extrato de
AE apresentou 0 mesmo comportamento, no entanto, sem diferenca significativa
(p<0,05).

O tratamento com extratos etandlicos (Figuras 15, 16 e 17) nas
concentracfes de 40mg/mL dos trés frutos estudados ocasionaram as mesmas
alteracdes no ciclo celular, sendo esta modificacdo ocorrida na fase inicial do
ciclo, com diminuicdo de células em Go/G1, no qual o extrato CE diminuiu em
37,67% * 2,29, seguido do extrato UE, 48,45% + 0,98, e subsequente o extrato
AE, 48,57% £ 1,01, p<0,05, em relacao as células PC-3 nao tratadas.
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Figura 17. Efeito do extrato aquoso (UA) e etandlico (UE) de uxi sobre a progressédo do ciclo celular em
células PC-3, 24 horas ap6s a incubacéo. As fases do ciclo celular estéo ilustradas em controle, uxi &gua
20mg/mL (UA20), uxi agua 40mg/mL (UA40), uxi etanol 20 mg/mL (UE 20) e uxi etanol 40 mg/mL (UE40).
Os resultados sao expressos com média + desvio padrdo. Diferencas significativas entre as células ndo
tratadas (CT) e as tratadas (20mg/mL e 40mg/mL) foram comparadas pelo teste One-way ANOVA, com
pos-teste de Tukey (*p <0,05).
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Por meio destes resultados, € possivel inferir que 40mg/mL do extrato CE
apresenta um maior potencial para diminuir a quantidade de células presentes
na fase Go/Gi do ciclo celular, em relagdo aos demais extratos, na mesma
concentragdo. Os extratos CE e UE, na concentragdo de 40mg/mL também
fizeram modificagbes na fase G2/M do ciclo, havendo redugéo de 20,07% + 0,75
de células PC-3 no tratamento com camapu, e aumento e 35,86% * 4,94 quando
houve tratamento das células cancerigenas prostaticas com extrato de etandlico

de uxi.

7.5.3. Apoptose

Células de cancer de prostata (PC-3) tratadas com os extratos de aquosos
e etandlicos de abricd, camapu e uxi também foram avaliadas por citometria de
fluxo para analisar se esses extratos eram capazes de afetar a apoptose das
células PC-3 (Tabela 3). Células coradas com anexina V*/ Pl sédo consideradas
como apoptéticas precoces; as células coradas com anexina V*/PI* sédo
consideradas como apoptoticas tardias; as células coradas com anexina V/PI*
séo consideradas necroticas (LI et al., 2017).

Em relacdo as células ndo tratadas, todos o0s extratos promoveram
aumenta da taxa de apoptose em células PC-3 de um modo dependente da
concentracdo, apos 24 horas de incubacéo.

E possivel observar na tabela 3 que o tratamento com 20 mg/mL de CA foi
capaz de aumentar o numero de células em em apoptose inicial (18,04%), e o
tratamento com 40 mg/mL do mesmo extrato, provocou um aumento expressivo
de em apoptose tardia (80,47%), diferindo estatisticamente das células néo
tratadas (p<0,05).

61



Tabela 3. Efeito dos extratos aquoso e etandlico de abric6, camapu e uxi em diferentes
concentracbes (20mg/mL e 40mg/mL) sobre o processo de morte celular por apoptose nas
células PC-3 ap6s 24h de incubacéo.

Extrato Fases Controle 20mg/mL 40mg/Mli
Células viaveis a b c
. _ _ , =+ , s i s s + s
(Anexina V- PI-) 98,02 + 0,13 73,27 £ 8,16 93,40 + 3,30
Apoptose inicial a b c
(Anexina V+ PI-) 0,42+0,42 9,18 +2,82 3,95+ 1,92
AH .
Apoptose tardia a b c
(Anexina V+ PI+) 0,54 £ 0,07 12,21 + 6,96 1,33+0,82
Células nédo apoptoticas a b a
(Anexina V- Pl+) 1,26 £ 0,10 5,40+ 1,57 1,30+ 0,78
Células viaveis a b c
' - PI- 98,02 +£0,13 68,27 +1,92 42,06+0,68
(Anexina V- PI-)
Apoptose inicial a b c
(Anexina V+ PI-) 0,42 +0,42 4,80+0,48 10,08+0,99
AE Apoptose tardia a b b
(Anexina V+ PI+) 0,54 + 0,07 9,27+0,49 7,26+0,88
Células ndo apoptéticas a a b
(Anexina V- P|+) 1,26 £ 0,10 19,02+0,90 38,95+1,49
Células viaveis a b c
(Anexina V- PI-) 98,02 + 0,13 71,42 +1,28 4,12+ 0,82
Apoptose inicial a b c
(Anexina V+ PI-) 0,42 £0,42 16,50+0,22 14,75+ 1,98
CA Apoptose tardia a b c
(Anexina V+ PI+) 0,54 + 0,07 3,36+0,32 80,47 £ 2,84
Células ndo apoptéticas a b a
(Anexina V- PI+) 1,26 £ 0,10 8,69+0,87 0,61+ 0,10
Células viaveis a b a
(Anexina V- PI-) 98,02 £ 0,13 77,80+2,65 96,77+0,83
Apoptose inicial a b a
e (Anexina V+ PI-) 0,42 +0,42 9,63+1,27 0,54+0,29
Apoptose tardia a b a
(Anexina V+ PI+) 0,54 + 0,07 15,49+4,12 1,11+0,42
Células ndo apoptéticas a a a
(Anexina V- Pl+) 1,26 £ 0,10 3,12+1,75 1,57+0,63
?:A‘;L"’iﬁa"\'/a_vsl'_s) 98,02+013"  89,72+4,35°  2577+0,76°
o poptose i
Apoptose tardia
( Apne'?(ma V4 PH) 0.54 % 0,07° 2,17+1,372 0,78+0,062
Ce'“éii;?;’;&f’,ﬁff; cas 126+010°  3.80+1123  28,42+0,71b
?:A‘;L?ﬁa"\'ﬁvlfl'_s) 98,02+013°  39,833,06°  52,43#4,21°
ue Pl
Apoptose tardia
( Apnei’(ina V4 PI) 054 +0,07° 49,93+3,09®  35,23+3,10
Células né&o apoptoticas 1,26+ 0,10° 5.61+1,592 11,3142,940

(Anexina V- PI+)

Os resultados foram comparados pelo teste One-way ANOVA, com pés-teste de Tukey. Letras diferentes
na mesma linha se diferem estatisticamente (p<0,05).

62



Os tratamentos com extratos UA modificaram a fracdo de apoptose tardia,
no entanto somente 40 mg/mL de extrato foi capaz de alterar essa fracdo de
forma significativa, em relagao ao controle (p<0,05), conferindo um aumento de
28,42% de células PC-3 (Figura 18). O extrato AA, foi o Unico que nao foi capaz

de causar morte destas células de forma expressiva.
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Figura 18: Efeitos dos extratos aquosos de abric6 (AA), camapu (CA), e uxi (UA) sobre o
processo de morte programada em células PC-3, 24H apdés a incubacdo. As andlises por
citometria de fluxo das células néo tratadas (CT) estdo ilustradas em A e das células tratadas em
B (20mg/mL) e C (40mg/mL).

Os extratos de AE, em ambas as concentra¢cdes aumentaram o nivel de
células na fase de apoptose inicial (Figura 19), sendo caracterizada por 9,27%
para a concentracao de 20mg/mL e 7,26%, para a concentragdo de 40mg/mL,
em relacéo ao controle (0,54%), nao havendo diferencga significativa entre as
concentracbes dos extratos, ocasionado também um grande concentracao de
células na fase de apoptose tardia, com um aumento de 19,02% para o
tratamento com a menor concentragcdo do extrato, e 38,95% para a maior

concentracao.
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Pode-se observar na tabela 3 que o extrato CE (20mg/mL) aumenta a
fracdo de apoptose inicial, apoptose tardia e necrose em relacéo as células nédo
tratadas, no entanto, o tratamento com 40 mg/mL resultou em niveis muito baixo
de mudanga em todas as fases, ndo apresentando diferenga significativa

(p<0,05) em relacéo as células néo tratadas.
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Figura 19: Efeitos dos extratos etanélicos de abricé (AE), camapu (CE), e uxi (UE) sobre o
processo de morte programada em células PC-3, 24H apds a incubacdo. As andlises por
citometria de fluxo das células néo tratadas (CT) estdo ilustradas em A e das células tratadas em
B (20mg/mL) e C (40mg/mL).

O tratamento com 20mg/mL de extrato etandlico de uxi (Figura 19)
promoveu efeitos citotoxicos as células PC-3, ap0s 24 horas de exposicao,
sendo caracterizado por 49,93% em apoptose inicial. Para a concentracdo de
40mg/mL houve alteracdo na fase de apoptose inicial (35,23%). Em relacdo ao
extrato aquoso deste fruto € possivel observar que 40 mg/mL ocasionou maiores
modificacdes na células cancerigenas nas fases de apoptose tardia e necrose
(Figura 18).
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8. Discussao

A floresta amazonica inclui uma das areas mais ricas em biodiversidade no
mundo, incluindo um grande numero de recursos naturais com diferentes
moléculas ativas biologicamente, como os compostos fendlicos, que sao fontes
de antioxidantes naturais presentes nas frutas (SOUZA et al., 2016).

Pode-se observar que os resultados obtidos para extratos etandlicos neste
trabalho sdo maiores que em alguns frutos da Amazoénia, como o araca-boi (87,2
+ 3,0 mg AGE/100g) e araga (129,1 + 9,3 mg AGE/100gt), e menor que camu-
camu (1797,2 + 37,7 mg AGE/100g™) relatado por GENOVESE et al. (2008).
Comparando os resultados deste estudo com os frutos do cerrado brasileiro, os
frutos amazonicos apresentaram mais compostos fendlicos em relacdo ao
jenipapo (47,94 + 1,81 mg AGE/100g?), maracuja doce (245,36 + 3,70 mg
AGE/100g™), graviola (281 * 5,40 mg AGE/100g™) e murici (334,37 = 9,07 mg
AGE/100g™), e inferior ao marolo (739,37 + 7,92 mg AGE/100g?) e gabiroba
(1222,59 mg AGE/100g™?) (ALVES, 2013;SOUZA et al., 2012).

Um estudo realizado com seis variedade de abricé apresentou resultados
que variaram de 90 a 143 mg AGE/100g' de compostos fendlicos totais
(PEROUMAL et al., 2017). BRAGA et al. (2010), encontrou a quantidade de
25,41+ 2,30 mg AGE/100g™* ,sendo tais valores inferiores aos presentes neste
trabalho, podendo ser explicado pelo uso de diferentes condi¢des fixas de
extracdo, em que em ambos os estudos citados utilizaram uma mistura de
diferentes solventes, onde o primeiro fez uso de agua e acetona (70:30 v/v) e 0
segundo acetona, 4gua e &acido acético (70:29,5:0,5 v/v), enquanto neste
trabalho foi realizada extracdo com agua e etanol, pra que os extratos pudessem
ser ultilizados em cultivo de linhagem celular.

BARROS et al., (2017), ressalta que a extracdo de compostos fendlicos,
principalmente os insolGveis, em frutas ou em outra classe de matrizes precisa
de mais estudos, pois a preparagdao da amostra, a polaridade do solvente
utilizado, a técnica empregada e também a temperatura, sédo fatores que podem

influenciar na extracéo e no conteido desses compostos.
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De acordo com a classificacdo proposta por Vasco, Ruales e Kamal-Eldin
(2008), AA, AE, CA, CE e UA foram classificados como frutas como tendo
conteudo de fendlicos médio (100-500 mg AGE/100 g), e o extrato etandlico de
Uxi (UE) classifica esta fruta com alto conteddo de compostos fendlicos (>500
mg AGE/100 g).

Dentre as classes de compostos fendlicos encontradas por meio da analise
de espectometria de massas UPLC-MSE, é possivel destacar o grupo de acido
fendlicos e flavonoides . Os &cidos fendlicos sdo importantes antioxidantes com
potencial de inibicdo na formacdo de compostos mutagénicos e carcinogénicos
e além de reduzirem os riscos de outras doenca cronicas (MEZNI et al., 2018).

Um dos acidos fendlicos encontrados no extrato CE foi o acido sinapico, no
qual é um derivado do acido hidroxicinamico, sendo encontrado também em
Passiflora edulis Sims por MEDINA et al. (2017) e apresentou capacidade de
aumentar a expressao de BAX, CASP3, CASP8, CYCS, FAS, TIMP-1 e CDH1,
e diminuir significativamente a expressao de MMP-9 (metaloproteinases da
matriz extracelular) em células PC-3, além de suprimir a invaséo celular como é
relatado em estudo realizado por EROGLU et al.,(2018).

De Acordo com SILVA et al. (2015) o uso de flavonoides pode inibir as
reacdes oxidativas nocivas a tecidos e inibir a acdo de diversas enzimas
relacionadas ao desenvolvimento de cancer de prostata, agindo de forma anti-
promotora desta patologia. O Kaempferol um importante flavonol, que foi
encontrado somente no extrato etandlico de uxi, e foi identificado em uvas
hibridas por (ROSSO et al., 2014) e no fruto amazonico remela-de-cachorro
(Clavija lancifolia Desf.) por PAZ et al. (2018), ja foi descrito como sendo capaz
de causar arraste de células de PC-3 e LNCaP na fase G2/M do ciclo celular
(BARUAH; KHANDWEKAR; SHARMA, 2016).

Em outro trabalho, a urolitina A, um polifenol identificado nos extratos AA e
AE, € um metabdlito importante em nozes, que mostrou efeito modulatério na
expressdo de uma ampla gama de genes envolvidos no desenvolvimento de
cancer de préstata, progressao e metastase. Além disso, este composto exerceu
efeitos quimiopreventivos contra carcinogénese da prostata em um modelo de

célula de cancer de préstata. Estes efeitos incluiram a inibicdo da proliferacao
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celular, e progressao do ciclo celular, através do regulacédo da proteina p21 e
inducéo de apoptose acoplada a caspases 3 e 7 (SANCHEZ-GONZALEZ et al.,
2016).

Em relacdo a abundéancia relativa dos compostos identificados, foi possivel
observar que o alcool sinapilico 1l foi um metabodlito com grande abundancia
relativa em extratos de abricé e o composto seringina no fruto de uxi. CHOI et
al. (2004) ao estudarem estes compostos em células intestinais, péde constatar
a acdo deles como agente anti-inflamat6rio e antinociceptivos. A seringina
também foi determinada e relatada a partir de extrato metandlico de jabuticaba
fresca por WU et al. (2012) e demonstrou ser citotoxica contra linhagem celular
de cancer de prostata (DU-145) (LALL et al., 2015).

Os compostos fendlicos sdo bastante abundantes em frutas, e seu
consumo tém sido associado a reducéo de risco de desenvolvimento de cancer.
Esta correlacdo pode ser explicada por meio da capacidade dessas substancias
serem capazes de atuar por meio da sua capacidade antioxidante, por meio da
regulacdo do ciclo celular, entre outros mecanismos (OLIVEIRA e BASTOS,
2011). Devido as caracteristicas multifuncionais dos compostos fendlicos
encontrados em frutas amazénicas, a eficacia da medicdo da capacidade
antioxidante de um extrato de polpa é melhor avaliada quando se utilizam testes
comumente aceitos.

SCHIASSI et al. (2018), quando estudaram a atividade antioxidante da
araca (10,92 + 0,11 uM Trolox g~"), buriti (6,03 + 0,16 uM Trolox g™"), cagaita
(29,32 + 0,69 uM Trolox g™"), caja amarelo (5,55 + 0,01 uM Trolox g~') e marolo
(132,16 £ 1,40 uM Trolox g~'), encontraram valores inferiores aos do presente
estudo, para o método de ABTS.

Os extratos etandlicos dos frutos de abricd, camapu e uxi apresentaram
maior capacidade antioxidante para DPPH. Segundo (MOO-HUCHIN et al.,
2015;0RO0IAN; ESCRICHE, 2015), este método € capaz de extrair compostos
hidrofilicos e lipofilicos, sendo o etanol um dos solventes mais utilizados para a
extracdo de compostos bioativos, pois propde alguns beneficios, como baixa
toxicidade, boa producdo da extragdo, € seguro para consumo humano, e

permite que os extratos sejam usados na industria alimenticia. (GONCALVES,
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2008) ao estudar frutas nativas, encontrou valores de DPPH de 141,00 + 5,00
UM Trolox g ™' e de ORAC de 137,00 = 10,00 uM Trolox g~ para o fruto de uxi,
resultados superiores aos encontrados neste trabalho.

A atividade antioxidante pelo método FRAP seguiu o0 mesmo padrdo da
analise do DPPH, onde valores mais altos foram encontrados para os extratos
etandlicos. E provavel que os compostos antioxidantes das amostras detectadas
por FRAP sejam os mesmos daqueles avaliados por DPPH. O extrato etandlico
de abric6 também apresentou a maior atividade neste método.

Os resultados encontrados neste trabalho para os extratos aquosos na
determinacao da atividade antioxidante por FRAP, foram inferiores aos obtidos
por BARROS et al. (2017) para extratos aquosos de achachairu (712,35 + 6,61
umol de sulfato ferroso/g), araca-boi (798,92 + 1,52 umol de sulfato ferroso/g) e
bacaba (567,45 + 4,25 pumol de sulfato ferroso/g). No entanto, foram maiores aos
encontrados por Montenegro et al. (2017), para os frutos de tapereba (19,95 +
0,68 umol de sulfato ferroso/g), muruci (5,92 £ 0,74 pmol de sulfato ferroso/g) e
bacuri (4,97 = 0,99 umol de sulfato ferroso/g).

Em relacdo ao ORAC SANTOS et al. (2015) relataram em frutos da
Amazonia como bacaca (195,00 + 10,00 mM Trolox g, buriti (83,00 + 6,00 mM
Trolox g™"), inaja (26,00 + 2,00 mM Trolox g~'), pupunha (94,00 + 1,00 mM Trolox
g™1) e tucuma (64,00 + 4,00 mM Trolox g~") resultados superiores aos extratos
de abricd, camapu e uxi.

A correlacdo entre a capacidade de reducao do reagente Folin-Ciocalteu e
os métodos de ABTS, DPPH, FRAP e ORAC demonstraram a importancia da
utilizacdo de diferentes métodos para disponibilizar a atividade antioxidante,
sobretudo em matrizes complexas.

A correlacdo positiva entre compostos fendlicos e ORAC pode ser
explicada em parte devido a este ensaio ser considerado um método mais exato,
pois utiliza uma fonte radical biologicamente relevante (peroxil) e permite a
mensuracdo da capacidade antioxidante total através da combinacdo da
capacidade antioxidante de fragBes hidrofilicas e lipofilicas (Dudonné et al.,
2009). A boa correlagédo de alguns extratos entre os compostos fendlicos totais

e 0s métodos ABTS, DPPH e FRAP acontece devido a semelhanca dos
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mecanismos de reacdo que se fundamentam, principalmente, na transferéncia
de elétrons (ALVES, 2013). De acordo com a metodologia utilizada, esses
resultados sugerem que os compostos fendlicos podem ser um dos principais
fatores responsaveis pela capacidade antioxidante dos frutos de abrico, camapu
e uxi.

O cancer de prostata é considerado a neoplasia maligna mais frequente no
sexo masculino em o todo territério brasileiro, causando em torno de 17 mil
mortes por ano no Brasil (RAMOS et al., 2018;SILVA et al., 2015). A relacao da
alimentacdo no desenvolvimento e progressao do cancer, em especial o de
préstata, ttm chamado atencdo nos ultimos anos. No entanto, a maneira como
a alimentacéo atinge o cancer, pode ser também especifico de acordo com o
estagio e as caracteristicas morfolégicas do cancer de prostata (CAPURSO;
VENDEMIALE, 2017).

Para o desenvolvimento deste trabalho, foi selecionada a linhagem celular
PC-3, devido ao alto nimero de estudos realizados com esta linhagem e suas
caracteristicas complementares. As células PC-3 sdo originarias de metastase
em 0Ss0s, em que ndo respondem aos androgenos, glicocorticoides ou fatores
de crescimento de fibroblastos, sendo células que ndo dependem de andrdgeno,
e apresentam baixos niveis da enzima 5-alfa resdutase, assim como da enzima
fosfatase acida, ndo expressando PSA (SOUZA, G., 2015).

Diversos estudos tém apresentado relacdo entre o consumo regular de
frutas e a prevencédo de cancer. As frutas sdo importante fonte de antioxidantes,
e tais compostos sdo capazes de dificultar a progressédo do cancer de proéstata,
por meio da reducao do estresse oxidativo e reparo do DNA em células epiteliais
desta neoplasia, assim como por meio da agdo de alguns compostos bioativos
na metilacdo do DNA (CZORNY et al., 2017; TABORELLI et al., 2017).

No entanto, sdo encontrados poucos estudos experimentais avaliando o
impacto de frutos da Amazonia em cancer de prostata, sobretudo com frutos
poucos conhecidos como abricO, camapu e uxi.

Apods o tratamento com diferentes extratos, aproximadamente 60% das

células da linhagem de carcinoma de préstata (PC-3) ndo mantiveram-se viaveis
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(com a membrana integra), portanto, com excecao dos extratos AE e UA, os
demais séo considerados citotoxicos (ABD GHAFAR et al., 2013).

O extrato etandlico de camapu ocasionou um grande efeito inibitério na
linhagem de células PC-3 e alguns estudos mostram a capacidade
antiproliferativa de compostos extraidos de Physalis angulata contra diversos
tipos de cancer humano, como em cancer de prostata (C4-2B, 22Rvl, LNCaP e
PC-3), cancer renal (786-0O, A-498 e ACHN), melanoma (A375-S2), cancer de
pulméo (MCF-7) e cancer de pulméo (SUN et al., 2016;XU et al., 2016). Devido
as diferencas de composicdo quimica entre os frutos de abricé, camapu e o uxi,
estes expressaram distintos graus de efeito inibitdrio contra as células de cancer
de prdéstata, o que nos permitiu avaliar a agdo dos extratos aquosos e etandlicos
no ciclo celular de PC-3.

A regulacdo da progresséo do ciclo celular € considerada uma estratégia
potencialmente eficaz para o crescimento de células céancerigenas, e o
tratamento com compostos bioativos provenientes de frutos, tém sido capaz de
regular o ciclo celular em diversos tipos de cancer, incluindo o cancer de prostata
(CORREA, 2016; KIM et al., 2016).

Neste estudo foi possivel observar que o0s extratos aquosos dos frutos
foram capazes de gerar alteracdes na fase Go/Gi e na fase G2/M, nas duas
concentracdes, 20 mg/mL e 40 mg/mL, com excecédo do tratamento com 20
mg/mL de extrato aquoso de abricé. A acao benéfica de um composto bioativo
de um alimento no controle de células cancerigenas pode ser analisada por meio
da sua capacidade em parar o ciclo celular nessas fases, reduzindo a quantidade
de células presentes na fase S, uma vez que células tumorais demonstram
frequente proliferacdo celular na fase S e G2/M (CORREA, 2016).

Poucos trabalhos sdo encontrados relacionados ao uso de extrato de
abrico, e sua interacdo com o ciclo celular de células de céancer de préstata.
ALVAREZ-DELGADO et al. (2009), analisou o efeito da cumarina A/AA isolada
de Mammea americana em células de carcinoma cervical humano (HelLa), e
apos 24 horas de tratamento, ndo obteve nenhuma alteracdo significativa no
ciclo celular. O tratamento com 20mg/mL de extrato aquoso de abric6 aumentou

significativamente a quantidade de células na fracdo S, e este resultado sugere
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gue os compostos bioativos presentes neste extrato, podem ser capazes de
modular a proliferacao de células PC-3, bloqueando a progressao do ciclo celular
na fase S. Este blogueio pode ser devido a uma resposta de chek-point a danos
no DNA ou devido a outros mecanismos nao identificados neste trabalho
(NEPOMUCENO et al., 2017).

Alguns estudos tem demonstrado a capacidade de extratos de Physalis
angulata em promover parada de células de cancer para a fase G2/M do ciclo
celular (HSEU et al., 2011;MAGALHAES et al., 2007;WU, S. J. et al., 2004).
Corroborando com os resultados encontrados neste estudo, em que apos 24
horas de tratamento com 40mg/mL de CE, houve uma reducdo na fracdo de
células nas fases Go/Gi1e G2/M e aumento na fase S, REYES-REYES et al.,
(2013), encontraram resultados similares para as células de cancer de prostata
(DU145).

Os extratos UA (40 mg/mL) e UE (20 e 40 mg/mL) modificaram o ciclo na
fase Go/Gi, com reducdo da fracdo de células PC-3 nesta fase. Em estudo
realizado por TILOKE et al. (2019) foi identificado que o extrato aquoso de
moringa diminuiu significativamente a quantidade de células de Hep-G2
presentes na fase Go/Gi, em relagdo ao controle, apos 24 horas de tratamento.

Portanto, neste trabalho, para a analise do ciclo celular em células de PC-
3, para os extratos que provocaram aumento da quantidades de células
presentes na fase Go/G1 e reducdo do total de células presentes em G2/M, apds
24 horas de tratamento, sugere-se que estes extratos de frutos podem provocar
parada na primeira fase do ciclo celular, impossibilitando as células de realizarem
mitose, e se multiplicarem. Também é possivel inferir que por meio da acdo dos
compostos bioativos presentes nos frutos de abricd, camapu e uxi, 0s extratos
destes frutos foram capazes de inibir a viabilidade celular de cancer de prostata
humano (PC-3), assim como a intervir nas fases do ciclo celular.

A parada na fase Go/Gi da progressao do ciclo celular apresenta uma
oportunidade para as células passarem pelo processo de reparo dos
mecanismos ou seguir a via apototica (morte celular) (KIM et al., 2016).

No presente estudo, 0s ensaios de apoptose demonstraram que 0s extratos

AE, CA, CE, UA e UE, nas concentragfes de 20 e 40 mg/mL, foram capazes de
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promover morte celular por apoptose em adenocarcinoma de proéstata (PC-3),
guando comparados ao grupo sem tratamento, ap0s 24 horas de incubacéo.
Dentre as vias apoptéticas, sdo conhecidos trés tipos, sendo eles apoptose,
necrose e autofagia. A apoptose € uma forma ativa de morte celular programada,
na qual para acontecer, necessita de energia, sendo caracterizada por
alteracdes morfolégicas da célula, condensacdo da cromatina e desintegracao
da célula em pequenos fragmentos, e sua desregulagédo tem sido associada ao
cancer, e sua inducao € conhecida por ser uma estratégia eficiente para a terapia
do cancer (XU et al., 2015).

Os resultados obtidos na analise de apoptose para os extratos de UA (20
mg/mL), AE e CE (40 mg/mL) coincidem com os resultados alcangados na
analise de ciclo celular, uma vez que houve aumento do numero de células em
apoptose e reducdo em Go/Gi. A inducdo da morte celular € um dos principais
meios de acdo dos compostos bioativos na inibicdo de células de cancer
(SOARES et al., 2015).

Alguns estudos tém mostrado que o extrato de Physlis angulata é capaz de
induzir ao processo de apoptose em diversas células de cancer humano, como
em células de cancer de figado HepG2 (WU et al., 2004), em células de
melanoma A375 (HSU et al., 2012) e em células de cancer renal A498 (WU et
al., 2012). Outros trabalhos mostram que os frutos da amazonia sdo capazes de
induzir a morte de células cancerigenas por apoptose. Cadona e colaboradores
(2016) ao estudarem os efeitos do guarana em células de cancer de colén retal
(HT-29), e JOBIM et al. (2019) ao avaliarem os efeitos antitumorais de frutos de
acai em linhagem celular de cancer de préstata (DU145) mostraram aumento da
taxa de apoptose promovidas por estes alimentos.

De acordo com PROSKURYAKOV; GABAI, (2010) geralmente os
tratamentos contra o cancer tém como objetivo a promocédo de morte celular de
preferéncia por apoptose, no entanto, a morte por necrose pode acontecer
quando a apoptose € bloqueada por inibicdo de enzimas, como caspase, ou
superexpressdo de proteinas antiapoptoticas, justificando a concentragdo de

células PC-3 na fase necroética quando tratadas com extrato aquoso de uxi.
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Na pratica clinica, a apoptose € alvo para um potencial uso terapéutico de
morte celular programada, sendo a compreensdo dos mecanismos e das
alteracdes nos componentes das vias apotéticas, e sua correlagcdo com a
ocorréncia do cancer, ferramentas importantes para o desenvolvimento de novas

terapias e métodos de prevencédo do cancer.
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9. Concluséao

A literatura cientifica atual sobre os frutos de abric6 (Mammea americana),
camapu (physalis angulata) e uxi (Endopleura uchi) ainda é limitada,
especialmente sobre a influéncia em linhagem de células cancerigenas. Mas o
que se tem relatado até o momento, demonstra um importante papel destes
frutos como potentes antioxidantes, podendo ser utilizados na prevencéo de
diversas doencas entre estas o cancer, uma vez que:

e Na caracterizacdo dos extratos dos frutos de abrico, camapu e uxi, foi
possivel observar que os extratos etanodlicos destes frutos, foram o que
apresentaram maior quantidade de compostos fendlicos totais, e o fruto de uxi
teve maior sensibilidade para a metodologia utilizada neste trabalho,
apresentando maior quantidade desses compostos.

e Para a caracterizacdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos
dos frutos, foi identificado 293 compostos, sendo os &cidos fendlicos e
flavonoides as classes de fendlicos encontradas nos extratos de abricé, camapu
e Uxi, e os extratos AA e CA identificaram maiores quantidades de metabdlitos.

¢ Na caracterizacdo dos extratos dos frutos de abricd, camapu e uxi, estes
apresentaram atividade antioxidante elevada, na qual os extratos etandlicos
foram capazes de extrair maiores quantidade de compostos bioativos, em
relacdo aos extratos aquosos.

e Esses frutos foram capazes de inibir o crescimento de células de cancer
de prostata humano (PC-3). Os extratos aquosos de abric6 e camapu foram
capazes de apresentar maior efeito citétoxico, com o fruto camapu
demonstrando maior efeito na viabilidade celular dessa linhagem.

e Os extratos foram capazes de causar alteracdes no ciclo celular da
linhagem celular de CaP, principalmente os extratos AA, CA, AE, CE, e UE, que
ocasionaram parada na primeira fase do ciclo celular, aumentando a quantidade
de células presentes na fase Go/G1 e diminuindo em G2/M, sugerindo inibi¢ao,
pelo menos em parte, do crescimento de células PC-3.

Sendo assim, o aprofundamento de estudos em modelos animais e novos
ensaios in vitro sobre a possivel protecdo dos extratos de abrico, camapu e uxi

no processo do desenvolvimentodo cancer, permitira a entender outros
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mecanismos ainda nao elucidados neste trabalho. Maiores investigacfes sao
necessarias para identificar os mecanismos de atividade antiproliferativa, as vias
de inducao de apoptose e modificacdes dos padrdes de ciclo celular observados
no presente estudo.
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