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RESUMO

O cancer de prostata é o tumor maligno mais comum em homens e a segunda causa de
mortalidade relacionada ao céncer em homens no mundo. Estratégias de
quimioprevencdo tem emergido na area de pesquisa, a prevengdo do cancer com foco
em fitoquimicos, compostos quimiopreventivos em frutas, vegetais e outras plantas.
Frutos exoticas amazonicas, como o murici (MU) e o tapereba (TAP), possuem
caracteristicas sensoriais Unicas e com alta concentragdo de nutrientes e compostos
bioativos, com grande potencial antioxidante expresso na literatura, contudo estudos dos
efeitos anticarcinogénicos sobre a adenocarcinoma prostatico humano s&o escassos. O
objetivo geral deste trabalho foi investigar o efeito dos extratos bioativos liofilizados,
obtidos a partir das polpas de murici e taperebd, sobre a proliferacdo, ciclo celular e
apoptose sobre a linhagem de adenocarcinoma de prostata humano (PC-3). No presente
estudo houve a caracterizagdo fisico-quimica das polpas comerciais de murici e tapereba
e avaliacdo dos compostos fendlicos totais e identificacdo e quantificacdo dos
carotendides por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) dos extratos bioativos
produzidos. Os extratos de murici apresentaram maior atividade antioxidante quando
comparados aos extratos de tapereba, mensurada pelos ensaios de DPPH, FRAP, ABTS
e ORAC. As andlises de viabilidade celular, ciclo celular e apoptose foram realizadas
através do método MTT e por citometria de fluxo. Os resultados de MTT evidenciaram
uma reducdo da viabilidade celular com redu¢do maxima de 39,19% quando incubado
com o extrato aquoso de murici liofilizado (MA) (20mg/mL), reducdo maxima média de
70,41% com o extrato etanolico de murici liofilizado (ME) (5 e 10mg/mL) e 38,17 para
extrato aquoso de taperebd liofilizado (TA) (10 e 20mg/mL), e reducdo maxima de
17,49% com tratamento com extrato etanodlico de taperebd liofilizado (TE) (20mg/mL).
A analise do ciclo celular revelou, que 0 MA (10mg/mL) diminuiu a porcentagem de
células na fase Go/G; e aumentou nas fases S e G,/M, sendo capaz de induzir apoptose
nas células prostéticas. Foi observado aumento da taxa de células apopt6ticas em todos
0s extratos estudados, com incremento maximo de 10,25 vezes na taxa de células
apoptéticas para TE (20mg/mL). Neste sentido, os extratos bioativos mostraram-se
como potentes inibidores do crescimento celular, promotores de modulacdo de ciclo
celular e capazes de aumentar a morte em células de carcinoma de préstata (PC-3);
sugerindo um efeito regulador nessa linhagem, dependente do tipo de extrato e dose
utilizada. Desta forma, os dados obtidos abrem uma série de perspectivas sobre a
utilizacdo dos extratos bioativos de murici e tapereba na prevencdo e tratamento do
cancer de prostata.

Palavras-chave: frutas amazénicas; murici; tapereba; cancer de prostata; compostos

bioativos.



ABSTRACT

Prostate cancer is the most common malignant tumor in men and the second most
prevalent type of cancer in the male population worldwide. The strategy of
chemoprevention emerges in the field of cancer prevention, focusing on
phytochemicals, chemopreventive compounds in fruits, vegetables and other plants.
Exotic Amazonian species like murici and tapereba have unique sensory characteristics
and high concentration of nutrients and bioactive compounds, with greater antioxidant
potential expressed in the literature, but studies focus on their anticarcinogenic effects
on human prostate adenocarcinoma are still scarce. The objective of this work was to
investigate the effect of the lyophilized extracts obtained from the murici and tapereba
pulps, on the proliferation, cell cycle and apoptosis on human prostate adenocarcinoma
(PC-3) lineage. In the present study, the physical-chemical characterization of
commercial pulps of murici and tapereba and evaluation of total phenolic compounds
and identification and quantification of carotenoids by HPLC of the bioactive extracts
produced were performed. The extracts of murici presented higher antioxidant activity
when compared to the extracts of tapereba, measured by the DPPH, FRAP, ABTS and
ORAC assays. The assays of cell viability, cell cycle and apoptosis analyzes were
performed using the MTT method and flow cytometry. The MTT results showed a
reduction in cell viability with a maximum reduction of 39.19% when incubated with
MA (20mg / mL), mean maximum reduction of 70.41% with ME (5 and 10mg/mL) and
38,17 for TA (10 and 20mg/ mL), and a maximum reduction of 17.49% with treatment
with TE (20mg/mL). Cell cycle analysis revealed that MA (10mg/mL) decreased the
percentage of cells in Go/G; phase and increased in S and G,/M phases and still capable
of inducing apoptosis in prostate carcinoma cells. All extracts promoted an increase in
the percentage of apoptotic cells, with a maximum increase of 10.25 times in the rate of
apoptotic cells for TE (20mg/mL). Accordingly, murici and tapereba extracts proved to
be inhibitors of cell growth, modulation of cell cycle promoters and capable of
enhancing the death in prostate carcinoma cells PC-3; suggesting a regulatory effect in
this lineage, depending on type of extract and dose used. These results open a series of
perspectives on the use of these bioactive extracts in the prevention and treatment of
prostate cancer.

Keywords: amazonian fruits, murici, tapereba, prostate cancer, bioactive compounds.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui em seu territorio uma vasta biodiversidade, com cerca de 55 mil
espécies de plantas superiores, o que equivale a cerca de 22% do total das existentes no
mundo (BRASIL, 2002). Diante da biodiversidade brasileira, destaca-se a grande
variedade de frutas produzidas em todas as regides do pais, sendo o Brasil o terceiro
maior produtor de frutas no mundo, ficando atras apenas de China e india, o que mostra
a relevancia do setor para a economia brasileira e potencial de crescimento (IBGE,
2013; REETZ et al., 2015; SEBRAE, 2016).

As espécies frutiferas tém elevado valor econémico, tanto no comércio de frutas
frescas, como na producdo de matérias-primas para a agroindustria (ROGEZ et al.,
2004). A regido Amazonica contém uma gama de variedades de frutas com diversos
aromas e sabores exoticos, que apresentam potencialidade econdmica e uma perspectiva
de valorizacdo importante para a regido (BRAGA et al., 2010). Destaca-se ainda além
de ornamental e agroindustrial o grande potencial medicinal das frutas (CARVALHO
NETO, 2009).

Entre as principais estratégias preventivas para a salde surge como Opcao
terapéutica a quimioprevencdo, a qual consiste no uso de agentes quimicos naturais ou
sintéticos para prevenir, interromper, estabilizar ou reverter a génese do cancer
(SPORN, 1976; OLIVEIRA; ALDRIGHI; RINALDI, 2006). Neste contexto, entre as
prioridades desta area de pesquisa emergem a prevencdo do cancer com foco em
fitoquimicos, compostos quimiopreventivos em frutas, vegetais e outras plantas
(KUCUK, 2002; KAPINOVA et al., 2019; FORESTIER-ROMAN et al., 2019).

Muitas espécies de plantas nativas do bioma da Amazonia brasileira produzem
frutas com caracteristicas sensoriais Unicas e com alta concentragdo de nutrientes e
compostos bioativos, como o Murici (MU) (Byrsonima crassifolia (L.) Kunth e
verbascifolia (L.) DC.) e o Tapereba (TAP) (Spondias mombin L.). Estes frutos vém
ganhando destaque em pesquisas sobre avaliagdo dos seus valores nutricionais,
especialmente em relacdo a sua atividade antioxidante (BARRETO; BENASSI;
MERCADANTE, 2009; SOUZA et al., 2012; MURILLO et al., 2010; ALMEIDA et
al., 2011; FINCO; SILVA; OLIVEIRA, 2012; RUFINO et al., 2009). Entretanto,
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maiores investigacdes de seus valores nutricionais e medicinais sdo necessarias para
avaliagédo de seus efeitos na quimioprevengéo.

Entre os diferentes tipos de cancer destaca-se o cancer de prostata (CaP), o qual
devido a maior prevaléncia em idosos constitui uma preocupacdo de saude muito
importante, inclusive a nivel socioecondmico, quando se considera o significativo
aumento da expectativa de vida da populagdo acompanhada com novas incidéncias
(DINI; KOFF, 2006; RHODEN; AVERBECK, 2010). Embora a etiologia do cancer de
préstata ainda ndo é claro, os fatores de risco bem conhecidos para o cancer de prostata
sdo a idade, raga, niveis de androgenos da prdstata (dihidrotestosterona; DHT) e
também os hébitos alimentares (CRAWFORD, 2009; RODDAM, 2008). Ha evidéncias
de que uma dieta rica em frutas, verduras, legumes, gréos e cereais integrais e pobre em
gordura, principalmente as de origem animal, ndo s6 ajuda a diminuir o risco de cancer,
como também o risco de outras doencas cronicas ndo transmissiveis (BRASIL, 2002a;
GUSMAOQ; CARVALHO; PARDINHO, 2017).

Portanto, fazem-se necessarios mais estudos sobre a determinacdo de compostos
bioativos presentes no MU e TAP, que fornecam a populacdo em geral informacoes
sobre a utilizacdo desses frutos na prevencdo de doencas crdnicas ndo transmissiveis,
tais como o cancer. Ademais, destaca-se que seus efeitos no controle e prevengdo do
desenvolvimento do cancer prostatico sdo escassos na literatura, havendo a necessidade
de mais explicacBes a respeito do papel desses compostos bioativos antes de serem

recomendados como agentes anticancerigenos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 PROSTATA

A prostata € uma glandula do sistema produtor masculino que se localiza na
parte abaixo da bexiga e a frente do reto (Figura 1). Além de produzir, armazena o
liquido prostatico, que junto com o liquido seminal produzido pelas vesiculas seminais e
0s espermatozoides produzidos nos testiculos formam o sémen, liquido espesso liberado
durante o ato sexual. A préstata envolve parte da uretra sendo responsavel em carrear o
sémen e urina produzida para ser eliminada do organismo (BRASIL, 2017b).

A prostata pode ser dividida em lobos, um lobo anterior, um posterior e um lobo
médio e dois lobos laterais (direito e esquerdo). O lobo anterior ndo possui tecido
glandular e é constituido apenas por tecido fibromuscular. O lobo posterior é o lobo que
¢ palpado durante a realizacdo do exame retal digital e o lobo médio é a porcédo da
glandula situada entre os ductos ejaculatérios e a uretra. Os lobos laterais formam a
massa principal da glandula, sdo continuos posteriormente, mas separados
anatomicamente pela uretra prostatica. A prostata € envolvida por uma cépsula
fibromuscular, que € considerada um limite anatbmico para o estadiamento e
progndstico do cancer de prostata (FILHO; JUNIOR; REIS, 2010).

Vesiculas
seminais

Bexiga

Ductos seminais Cépsula da

Lobo direito T préstata

da préstata
Préstata————>»

-« Lobo esquerdo
da préstata

Uretra

Figura 3. Representagdes da localizacdo anatomica da prostata (A e B)
Fontes: Modificado de INSTITUTO VENCER O CANCER, SD e BRASIL, 2017b.
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2.2 CANCER DE PROSTATA

O CaP ¢é uma enfermidade que quando se inicia nas células glandulares
secretoras de sémen recebe o nome de adenocarcinoma ou cancer glandular por se
desenvolver em uma glandula do aparelho reprodutor masculino, a prostata. Assim 0s
genes das células glandulares sofrem mutacGes e ocorre uma proliferagdo anormal
dessas células, que comecam a se multiplicar de maneira desordenada, originando o
tumor (GONCALVES; PADOVANI; POPIM, 2008), podendo este ser classificado
como benigno ou maligno.

Segundo Srougi e Simon (1996), a prostata pode ser sede desses dois processos:
0 crescimento benigno, chamado de hiperplasia prostatica benigna, e o maligno,
denominado CaP, podendo este Ultimo surgir associado ou ndo ao crescimento benigno.
Os andrégenos desempenham um importante papel durante a diferenciacdo e o
desenvolvimento da prostata normal, mas sdo também responsaveis pela iniciacdo e pela
manutencdo da hiperplasia benigna e do cancer prostatico (GRIFFITHS; MORTON;
NICHOLSON, 1997; ATTARD et al., 2016).

Dentre os diferentes tipos de cancer, o CaP constitui hoje um problema de satde
em nivel mundial, representando cerca de 6% do total de mortes masculinas no mundo.
O cancer de proéstata é considerado o segundo mais comum na popula¢do masculina em
todo o mundo e o0 mais incidente entre 0s homens em todas as regies do Brasil, sem
considerar os tumores de pele ndo melanoma. O nimero de casos novos de cancer de
prostata estimado para o Brasil, para cada ano do biénio 2018-2019, foi de 68.220
(Figura 2). Estes valores correspondem a um risco estimado de 66,12 casos novos a
cada 100 mil homens (BRASIL, 2017a).
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Prostata 68.220 31,7%

Homens
Tragueia, Brénguio e Pulmao 18.740 8,7%
Colon e Reto 17.380 8,1%
Estdmago 13.540 6,326
Cavidade Oral 11.200 5,2%
Esifago 3.240 3,8%
Bexiga 6.690 3,1%
Laringe 5.390 3,0%
Leucemias 5.940 2,8%
Sisterna Nervoso Central 5.810 2,7%

Figura 4. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018, exceto
pelo ndo melanoma.
Fonte: Adaptado de BRASIL, 2017a

No Brasil, observa-se um aumento das taxas de incidéncia de CaP ao longo dos
anos. Isso se deve ao aumento da expectativa de vida da populacdo, a melhoria da
qualidade dos sistemas de informacdo, a maior disponibilidade dos métodos de
diagnostico e ao aumento do sobrediagnostico associado a disseminacdo do
rastreamento (BRASIL, 2014). A idade média na qual o CaP é mais comumente

diagnosticado se situa em torno dos 72-74 anos (AUS et al., 2001).

2.2.1 Fatores de risco

A etiologia do cancer de prostata é desconhecida, embora alguns fatores de risco
tenham sido identificados (fatores genéticos, raciais, dietéticos) (RHODEN;
AVERBEC, 2010). O avanco da idade compreende um fator de risco bem estabelecido,
visto que tanto a incidéncia como a mortalidade aumentam apds os 50 anos
(HOWLADER et al., 2017).

Os fatores genéticos e ambientais sdo alvo de investigacdo. Fumaca de
automoveis, cigarros, fertilizantes e outros produtos quimicos estdo sob suspeita
(BANDEIRAS et al., 2003). Estudos genéticos sugerem uma forte predisposicao
familiar, podendo ser responsavel por 5-10% dos canceres de prostata (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2017). O historico familiar em primeiro grau (pai, irmaos ou
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filhos) apresenta associagdo positiva para aumento no risco de desenvolvimento dessa
neoplasia, assim como a ascendéncia africana (SARRIS et al., 2018; BRASIL, 2017a).

Padrdes alimentares saudaveis em combinacdo com atividade fisica regular séo
necessarios para manter um corpo saudavel e reduzir o risco de cancer (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2017). Evidéncias cientificas sugerem um papel potencial para a
ingestdo dietética na incidéncia e progressdo do cancer de prostata. Uma maior ingestdo
de gordura saturada pode aumentar o risco desta neoplasia, engquanto ingestdo de
proteina de soja, gordura dmega-3 (w-3), chas verdes, tomate e produtos de tomate e
baixa ingesta de carboidrato mostraram-se promissores na reducdo do risco ou
progressdo da CaP (LIN; ARONSON; FREEDLAND, 2015).

2.2.2 Sinais e sintomas do cancer de préstata

A evolucdo do cancer de prostata em sua fase inicial é considerada silenciosa,
sendo uma fase assintomatica em muitos pacientes e se apresentar sintomas é
semelhante aos sintomas de tumores benignos da prostata como a dificuldade de urinar,
necessidade de urinar mais vezes durante o dia ou a noite (BRASIL, 2008). Os sintomas
de disfuncdo miccional (polaciuria, disuria, reducéo da forca e calibre do jato urinario,
nocturia, hesitacdo, sensacdo de replecdo miccional) sdo historicamente mencionados
como os sintomas mais comumente relacionados ao CaP (BARNES, 1940).

Na fase avancada, pode provocar sintomas urindrios ou, quando mais grave,
infeccdo generalizada ou insuficiéncia renal (BRASIL, 2008). Sinais e sintomas
relacionados a invasdo local, tais como hematdria (invasdo da bexiga) ou mesmo
obstrucdo ureteral, com consequente hidronefrose e uremia ou, menos frequentemente,
sangramento retal decorrente de invasdo retal pode ser observado (RHODEN;
AVERBEC, 2010). Com o avancar do CaP a doenga se espalha para outras partes do
corpo, sendo um sintoma comum a dor déssea, geralmente atingindo as vertebras, pelve
ou costelas (BRASIL, 2008).

Com a disseminacéo da doenga, o local mais provavel sdo os linfonodos, €, em

seguida, 0s 0ssos e com menos frequéncia atinge figado ou outros 6rgdos. A metastase
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Ossea encontra-se as principais consequéncias dos tumores de prostata (RODRIGUES;
FERREIRA, 2010). A metastase 6ssea com dor ndo controlada é uma condigdo
devastadora, propiciada pelo ambiente désseo favoravel a disseminacdo da doenca

prostatica e pela relativa resisténcia a terapia (BRASIL, 2002a).

2.2.3 Diagnostico e tratamento

Os principais instrumentos de rastreamento do cancer de prostata incluem toque
retal, antigeno prostatico especifico (PSA) e o exames complementares como ultrassom
(via abdominal e transretal) e ressonancia magnéetica, sendo o diagnéstico confirmatoério
de céncer de prostata feito a partir da bidpsia prostatica transrectal (GERBER;
CHODAK, 1991; BRASIL, 2009; SARRIS et al., 2018).

O estudo histopatolégico do tecido obtido pela biopsia leva em consideracdo o
padrdo glandular e a relacdo entre as glandulas e o estroma prostatico, determinando o
grau de diferenciagdo das células tumorais. O relatorio anatomo-patolégico deve
fornecer a graduacdo histologica do sistema de Gleason, cujo objetivo é informar sobre
a provavel taxa de crescimento do tumor e sua tendéncia a disseminacao, além de ajudar
na determinacdo do melhor tratamento e do prognoéstico do doente (BRASIL, 2002a;
SEPULVEDA, et al. 2014).

A escala de graduacdo do cancer da prostata varia de 1 a 5, com o grau 1 sendo a
forma menos agressiva. Quanto mais diferentes das células normais forem as células do
cancer, mais agressivo sera o tumor e mais rapida serd sua disseminacdo (BRASIL,
2002a) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de gradacéo do escore de Gleason
Fonte: CARVALHO, 2016.

Para se obter o escore total da classificacdo de Gleason, que varia de 2 a 10, o
patologista gradua de 1 a 5 as duas areas mais frequentes do tumor e soma os resultados.
Quanto mais baixo o escore de Gleason, melhor serd o progndstico do paciente. Escores
entre 2 e 4 significam que o cancer provavelmente terd um crescimento lento. Escores
intermedidarios, 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
0 qual o paciente tem o cancer. Escores do final da escala, entre 8 e 10, significam um
cancer de crescimento muito rapido (PINSKY et al., 2007; BRASIL, 2002a).

Na fase inicial, o cancer de préstata é hormdnio dependente, em que ha a
multiplicacdo a partir, principalmente, da acdo dos hormdnios testosterona e
hidrostestorerona no receptor andrégeno, levando a multiplicacdo celular. Sendo assim,
a terapia inicial para o tratamento do cancer de préstata pode consistir na prostectomia
radical ou parcial, seguida da terapia de deprivacdo do androgeno (ATTARD et al.,
2016).

A terapia de deprivagdo do andrégeno possui como objetivo reduzir a atividade
da testosterona a niveis de castracdo, devido ao fato critico que os androgenos
desempenham no crescimento do CaP. Essa supressdo de androgenos testiculares pode-
se conseguir mediante a castragdo cirdrgica ou quimica. Contudo essa terapia nao é

curativa, e apos um periodo de dois a trés anos de tratamento, as células de CaP

21



reativam a sinalizacdo do receptor andrégeno, voltando para a proliferacdo celular de
niveis baixos de testosterona circulante. Nesta fase, tem-se a denominacdo CaP
resistente a castracdo ou CaP androgeno independente (KNUDSEN; SCHER, 2009).

Destaca-se dentre os tratamentos para o tumor prostatico localizado a cirurgia ou
a radioterapia (TONON; SCHOFFEN, 2009). O tratamento monoterapico geralmente é
ineficaz na doenca localmente avancada, sendo as melhores opg¢des de tratamento nestas
situacBes a combinacgdo de bloqueio hormonal e cirurgia radical ou radioterapia externa,
ou cirurgia radical seguida de radioterapia (BRASIL, 2002a). Porém, se a doenca se
expandiu para outros 6rgdos, a cura é improvavel e o tratamento estd baseado na
supressdo androgénica, sendo a castragéo ou bloqueio hormonal sdo os tratamentos mais
adequados (BRASIL, 2002a; TONON; SCHOFFEN, 2009).

2.2.4 Estadiamento da doenca

Apos o diagnostico, realiza-se o estadiamento, que consiste em identificar o grau
de crescimento do tumor e sua disseminacgdo. A evolucdo dos pacientes com cancer esta
intimamente relacionada com a extensdo da neoplasia e, por isso, foram introduzidos na
clinica sistemas de estadiamento do tumor com a finalidade de caracterizar sua extenséo
e padronizar a classificacdo dos pacientes com a doenca.

O método mais comum de estadiamento do cancer de préstata é a utilizacdo de
um sistema denominado sistema de estadiamento TNM (Tabela 1). E um método
internacional desenvolvido pelo The American Joint Committee on Cancer que adota a
classificacdo conforme extensdo do tumor primario (T), a presenca ou auséncia de
acometimento linfonodal locorregional (N) e a presenca ou auséncia de metastases (M)
(BRASIL, 2004a).
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Tabela 1. Sistema de estadiamento TNM para o cancer de prostata

Sistema TNM - Classificacéo clinica

T — Tumor primario

TX Tumor néo avaliado
TO Sem evidéncia de tumor primario
Tl Tumor ndo diagnosticado clinicamente, ndo palpavel ou visivel por exame de
imagem
Tla Achado incidental ocupando <5% do tecido ressecado
T1b Achado incidental ocupando > 5% do tecido ressecado
Tlc Achado por bidpsia realizada decido a elevacdo no PSA
T2 Tumor confinado a préstata
T2a Ocupa a metade ou menos de um dos lobos
T2b Ocupa mais da metade de um dos lobos
T2c Comprometimento de ambos os lobos
T3 Tumor que se estende através da capsula prostatica
T3a Extensdo extracapsular (uni ou bilateral)
T3b Invasdo da vesicula seminal
T4 Tumor fixo ou invadindo estruturas pélvicas
N — Linfonodos regionais
NX Linfonodos regionais ndo localizados
NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais
N1 Presenca de metastase em linfonodos regionais
M — Metastase a distancia
MX Metéstase a distancia ndo avaliada
MO Auseéncia de metastase a distancia
M1 Presenca de metastase a distancia
M1la Em linfonodo(s) ndo regional(ais)
M1b Osso(s)
Milc Outras localizagbes

Fonte: BRASIL, 2004a.

2.2.5 Metastase 6ssea

Os principais sitios primarios das metastases 6sseas sdo: mama, pulméo,

prostata, tireoide e rim. Em geral, o acometimento 6sseo nessas neoplasias sugere

doenca disseminada, com outros 6rgédos provavelmente acometidos (KIM et al., 2018).

A maior parte da morbidade e mortalidade no cancer de prostata avangado deve-

se direta ou indiretamente ao envolvimento 6sseo, incluindo questbes relacionadas a

dor, fraturas, imobilidade, substituicdo da medula Ossea, hipoventilagdo e inanicéo
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(BERRUTI et al. 2000). A metéstase dssea estd presente em 90% dos pacientes com
cancer de prostata avancado (FURITSU et al., 1993).

Ha predilecdo do cancer de prostata metastatizar para o esqueleto axial, embora
0 envolvimento em outros locais do esqueleto ndo seja incomum. Essa predilecdo torna
0os homens com céncer de préstata metastatico particularmente suscetiveis as
consequéncias potencialmente devastadoras da compressdo da medula espinhal e
subsequente paralisia se ndo forem tratados rapidamente (CLARK; TORTI, 2003).

A doenca prostatica metastatica resistente a castracao é incuravel e o tratamento
quimioterapico paliativo é a escolha. A terapia de privacdo de andrégeno é o padrdo
ouro para a terapia de primeira linha no cancer de prostata avangcado. Embora ndo seja
curativo, demonstrou prolongar a sobrevida de homens com céancer de prostata
avancado. Este tratamento coloca os pacientes em risco aumentado de fraturas causadas
pela perda progressiva de densidade mineral Gssea e osteoporose (CLARK; TORTI,
2003).

Os bisfosfonatos ou o denosumabe também sdo utilizados em pacientes com
metastase Ossea para reduzir a dor e o crescimentos do tumor. A radioterapia € utilizada
para tratar a dor 6ssea localizada. Os radiofarmacos muitas vezes podem reduzir a dor e
retardar a progressao da doenca (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016).

A metastases 6sseas € um fator de mau prognostico. O progndstico é de que 50%
dos pacientes com cancer de préstata que desenvolvem metastase morrem dentro de 30
meses (RIGAUD et al. 2002). Como ha muitos homens com cancer de prostata
avancado que apresentam metastases Osseas, seu tratamento é um problema

significativo de saude publica.

2.2.6 Linhagem celular de adenocarcinoma de prostata humano: PC-3

A linhagem celular PC-3 foi estabelecida em 1979 a partir de metastase 6ssea de
grau IV de CaP em um homem caucasiano de 62 anos de idade. As células PC-3 ndo

expressam o receptor de androgeno e o PSA e sdo independentes de androgénio. N&o
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responde a androgenos, glicocorticoides ou fatores de crescimento de epitélio ou
fibroblasto (KAIGHN et al., 1979; VAN BOKHOVEN et al., 2003).

Essa linhagem mostra um comportamento altamente agressivo, devido
principalmente a alta capacidade de migracdo e invasdo tecidual desempenhada por
aquelas celulas com metastase em 0sso, que é diferente da maioria dos casos clinicos de
CaP, além de representar tumores resistentes a castracdo (TAI et al. 2011; PINA et al.,
2008).

No presente estudo foi escolhida a linhagem celular de adenocarcinoma de
préstata humano PC-3 (figura 4) por suas caracteristicas de agressividade, resisténcia a
tratamentos e a escassez de trabalhos em relacdo a mesma com os frutos de murici e
tapereba. O estudo do efeito de extratos de murici e tapereba sobre a linhagem celular
de adenocarcinoma de prostata humana PC-3 possui o intuito de avaliar a implicacédo

desses extratos sobre o controle e prevencdo do desenvolvimento do CaP.

Figura 4. Linhagem celular de adenocarcinoma de préstata humano: PC-3
Fonte: Imagem obtida de microscdpio 6ptico. Barra = 100 pm.

2.3 COMPOSTOS BIOATIVOS E CANCER DE PROSTATA

Os efeitos antitumorais dos alimentos quimiopreventivos consistem em sua acao

antioxidante, anti-inflamatoria, anti-hormonais e antiangiogénica. Estes efeitos estdo
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associados ndo s6 com a presenca de antioxidantes como as vitaminas A, C e E, mas
também com outras substéncias naturais, como o carotenoides, flavondides e outros
compostos fenolicos, captadores de radicais livres e com atividade de remocdo do
oxigeénio singlete ou que sdo capazes de quelar metais, bloqueando as espécies reativas
de oxigénio. Além de outros efeitos como a promocao de apoptose de células tumorais,
inibicdo da angiogénese e como antagonistas de fatores de crescimento neoplasico
(PADILHA; PINHEIRO, 2004; FERRARI; TORRES, 2002; BARRETO; BENASSI.
MERCADANTE, 2009).

Alguns estudos com analise de &cido ascorbico e atividade antioxidante em
frutas monstram uma correlagdo positiva entre o teor de acido ascorbico e a atividade
antioxidante (CONTRERAS-CALDERON et al., 2011; RUFINO et al., 2010) e outros
ndo encontraram correlacdo (ALMEIDA et al.,, 2011; BARRETO; BENASSI;
MERCADANTE , 2009).

Em estudo de meta-andlise a ingestdo de vitamina C dos alimentos foi
inversamente associada ao risco de cancer de prostata (BAl et al., 2015). Demonstrou-se
que a vitamina C tem efeito de prevencdo do cancer, reduzindo o dano oxidativo ao
DNA, incluindo as mutagdes do DNA, protegendo contra os efeitos nocivos dos
carcindgenos (LEE et al., 2003; HAN et al., 2013). Apresenta importante papel em
evitar a formacdo de carcingenos a partir de compostos precursores, podendo inibir a
carcinogénese pelos seguintes mecanismos: alteracdo na estrutura do carcindgeno,
inibicdo competitiva e prevencdo de acesso do carcindgeno ao tecido-alvo por
estabilidade crescente da membrana (ANTHONY; SCHORAN, 1982).

Estudos mostram que os fitoquimicos (como os carotendides e as antocianinas),
especialmente os fendlicos, em frutas e vegetais sdo 0s principais compostos bioativos
com beneficio na sadde humana (XING; WHITE, 1996; SHAHIDI; YEO, 2018;
CHAUDHARY et al. 2018). Alguns componentes da dieta tais como selénio, zinco,
isoflavonas, licopeno e outros carotenoides e vitaminas E e D foram listados como
fatores protetores no cancer de préstata (SHIRAI et al., 2002; SARRIS et al., 2018).
Pesquisas cientificas sobre acdo de compostos bioativos no céncer de préstata vém
sendo realizadas a fim de verificar seus alvos fisiologicos e mecanismos de acdo na

quimioprevencao.
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A quercetina € um composto bioativo presente em frutas e vegetais, também
encontrado nos chés, sendo o principal representante da familia de flavonois
(MARQUES; NEVES, 2013; LOW et al., 2007). Temesgen et al. (2010),
demonstraram os efeitos quimiopreventivos da quercetina isolada e em combinacdo com
dois quimioterapicos em tumores de prostata, demonstrando que a quercetina
isoladamente é capaz de gerar uma inducdo de apoptose celular, obtendo uma
bioatividade um pouco maior nas células tumorais da préstata.

Estudo de Pitchakarn et al. (2013), investigaram efeitos anti-invasivos do &cido
elagico (EA) em linhagens celulares de cancer de prdstata humano independente de
androgeno (PC-3) e de rato (PLS10) in vitro, e demonstram que concentracdes nao-
toxicas de EA inibiram significativamente a motilidade e invasao de células examinadas
em ensaios de migracdo e invasao.

Outros compostos bioativos descritos que possuem acéo sobre cancer de prostata
sdo as antocianinas, ellagitaninos, taninos, glicosideos kaempferol e luteolinicos,
atuando como inibidores de crescimento e proliferacdo do tumor da prostata, induzindo
a apoptose e diminuicdo dos niveis séricos de PSA, tanto em neoplasias hormonio-
dependentes como nas independentes (TORTAJADA et al., 2012).

2.3.1 Carotendides e cancer de prostata

Evidéncias epidemioldgicas indicam que a utilizacdo de alimentos funcionais e
compostos quimiopreventivos, parece contribuir muito na prevencdo e tratamento do
cancer, atuando com mecanismos de agdo antioxidante, antiinflamatéria,anti-hormonal e
antiangiogénica (KIM et al., 2011). Os carotenoides, juntamente com as vitaminas, Sao
as substancias mais investigadas como agentes quimiopreventivos, funcionando como
antioxidantes em sistemas bioldgicos (DONKENA; KARNES; YOUNG, 2010;
CHAUDHARY et al. 2018)

Carotenoides sdo um grupo de pigmentos vegetais lipossoliveis que sao
amplamente distribuidos na natureza, ocorrem naturalmente em grandes quantidades e

sdo conhecidos por sua diversidade estrutural e as vérias funcbes bioldgicas, atuando
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como precursores da vitamina A e antioxidantes eficientes. (OTLES; CAGINDI, 2007;
SKIBSTED, 2012; HASKELL, 2013). Frutas e vegetais sdo a principal fonte de
carotenoides e desempenham um papel importante na dieta devido a atividade da
vitamina A (HASKELL, 2013). No entanto, um nimero muito restrito de carotenoides é
encontrado no sangue e tecidos humanos, sendo os principais: a-caroteno, p-caroteno,
luteina, zeaxantina, criptoxantina e licopeno (LEE et al., 1999 ; SU et al., 2002).

Os efeitos bioldgicos dos caratondides tem sido alvo de investigacdes, sendo
descrito como algumas de suas atividades biologicas a capacidade de alguns destes
compostos serem convertidos aos retindides, modulacdo da atividade enzimatica,
promocdo da atividade antioxidante, e ativacdo da expressao de genes que codificam a
producdo de conexina 43, um componente necessario para a comunicacgdo intracelular
(PAIVA; RUSSELL, 1999; PALOZZA et al., 2002; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Os carotendides mais comumente estudados com potencial beneficio protetor
contra 0 cancer de préstata sdo: licopeno, a-caroteno, P-caroteno, B-criptoxantina,
luteina e zeaxantina. Contudo, dados sdo escassos na relacdo entre a ingestdo de
carotenoides e a agressividade do CaP (em oposicédo a incidéncia total de CaP) (ANTWI
et al. 2016).

Existem varios mecanismos que podem estar envolvidos na bioatividade desses
compostos em relacdo ao desenvolvimento do cancer de prostata, incluindo a protecdo
do DNA dos radicais livres (KRINSKY, 1998) e a modulacdo da expressdo génica
(RAFI et al., 2013). Os mecanismos propostos pelos quais os carotendides podem
influenciar na agressividade do CaP incluem além da modulagdo da expressdo génica, a
inducdo de apoptose, a supressdo da angiogénese e 0 aumento das respostas
imunoldgicas antitumorais (STAHL,; SIES, 2005; GERSTER, 1993).

2.4 POTENCIAL BIOATIVO DO MURICI E TAPEREBA

O territério brasileiro é constituido de seis biomas continentais: Amazonia,
Cerrado, Caatinga, Mata atlantica, Pantanal e Pampa (BRASIL, 2002), destacando-se a

biodiversidade frutiferas. O Brasil ¢ o terceiro maior produtor de frutos (6% da

28



producdo mundial) (ANDRIGUETO; NASSER; TEIXEIRA et al.,, 2010), mas a
fruticultura Amazonica representa menos do que 0,2 % desse total (ROMERO, 2009).

Espécies frutiferas exdticas, pouco conhecidas pelos consumidores, aumenta a
perspectiva de produtos mais rentaveis que agregam valor as matérias primas local.
Estes alimentos também atuam na diversificacdo e crescimento econdmico de paises em
desenvolvimento, que buscam alternativas agricolas que atendam as inovagoes
mercadologicas e produtos mais saudaveis (INFANTE, 2013).

De acordo com Guedes e Seehusen (2011), a biodiversidade é a chave para a
bioprospeccdo de novos compostos bioativos capazes de serem aplicados em
formulagGes medicamentosas e, pesquisas envolvendo essa perspectiva podem aumentar
o valor econémico, através do desenvolvimento de novos produtos. Estudos recentes
com frutiferas encontradas na Amazénia tém gerado resultados otimistas quanto a

possivel aplicacdo em beneficio a sadde humana.

2.4.1 Murici (Byrsonima crassifolia (L.) Kunth e verbascifolia (L.) DC)

A familia Malpighiaceae possui 66 géneros e 1200 espécies. No Brasil ocorrem
38 géneros e aproximadamente 300 espécies. O Género Byrsonima, mais estudado da
familia, possui 150 espécies (CASTRO; LORENZI, 2005; JUDD et al., 1999). O murici
pertence ao género Byrsonima, encontrada em diversos biomas brasileiros, na
Amazonia, Cerrado, Caatinga e Mata atlantica (SILVA, 2011).

O murici esta distribuido por toda a Amazodnia brasileira, atingindo os Estados
de Mato Grosso e Minas Gerais. Ocorre espontaneamente ou € cultivado em todos 0s
paises limitrofes com a Amazénia brasileira, América Central e Caribe. Contudo, 0s
muricis ndo sdo exclusivos da floresta, sendo, alguns deles, frequentes nas regides
serranas do sudeste, nos cerrados do Mato Grosso e Goias e no litoral do norte e do
nordeste do pais (EMBRAPA, 2005).

Algumas espécies conhecidas pelo nome de murici sdo: Byrsonima
crassifolia (L.) Rich. — murici-do-cerrado ou murici-do-campo, Byrsonima crispa Juss. -

murici-da-mata, Byrsonima lancifolia Juss. - murici-miudo ou murici-guacgu, Byrsonima
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verbascifolia (L.) Rich — murici-rasteiro ou murici-da-serra ou murici-de-tabuleiro,
Byrsonima amazonica Gris. — murici vermelho, Brysonima intermedia L. — sara-tudo,
Byrsonima chrysophylla Kunth — murici-pitanga, Brysonima sericea DC. — murici-da-
praia ou murici da mata; distinguindo-se pela variedade, cores e locais de ocorréncia
(EMBRAPA, 2005; SILVA, 2011).

Dentre as espécies o murici mais comum encontrado em todo o Brasil é a
Byrsonima crassifolia (SILVA, 2013). Além de Byrsonima intermedia A. Juss. e
Brysonima sericea (PEREIRA; ALVEZ, 2007). Outra espécie que se destaca € a
Byrsonima verbascifolia (L.) Rich, com ampla distribuigdo nos cerrados brasileiros,
principalmente no Cerrado sensu stricto e Campos Cerrados (VIEIRA et al., 2006;).

O porte e a forma da arvore variam conforme o ambiente. No cerrado ela é
tortuosa com folhas largas, pilosas e grandes. Nas matas ciliares, ralas, e em campo
aberto, é bastante ramificada, com copa piramidal e folhas menores e coridceas. Apesar
de serem consideradas espécies diferentes, todas as arvores apresentam frutos
comestiveis do mesmo sabor (SILVA, 2013). Os frutos do murici surgem de janeiro a
marc¢o e sao pequenos e globosos, tendo em média 1,5 a 2 cm de diametro, e exocarpo
delgado de cor amarela quando maduros. O mesocarpo (parte comestivel) é pastoso,
amarelo, medindo 5mm de espessura, de cheiro e sabor muito caracteristicos; sua polpa
também é amarelada e tem um gosto bem particular que agrada uns e desagrada outros,
possui aroma frutal e semelhante a queijo rancoso (SILVA, 2013; EMBRAPA, 2005;
REZENDE; FRAGA, 2003).

Foto: Pedro Humberto/Projeto BFN
Figura 5. Murici (Byrsonima crassifolia (L.) Rich)
Fonte: SiBBr, SD.
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Dentre 0s minerais, é um alimento rico em calcio, fosforo (SILVA; TASSARA,
2001) e cobre, e fonte de magnésio e ferro (MARIN, 2006). Os teores de minerais do
fruto sdo demonstrados na tabela 1. O murici € um alimento fonte de vitamina C
(FINCO; SILVA; OLIVEIRA, 2012), fornecendo a recomendacdo diéria dessa
vitamina, além de outras, como as vitaminas A e E (HAMACEK et al., 2014), vitaminas
estas relacionadas com efeitos anticarcinogénicas (CHAN; LOK; WOO, 2009), como
atividades antioxidantes, ativadores de fatores de transcri¢cdo ou fatores que influenciam
os eventos epigenéticos (DONKENA; KARNES; YOUNG, C. Y.F, 2010).

O murici ¢ uma boa fonte de antioxidantes, com quantidades elevadas de
compostos fendlicos (159,9 mg acido galico equivalente (GAE)/100g) (ALMEIDA et
al., 2011), destacando-se pelo contéudo de flavonoides amarelos (VIRGOLIN, 2015).
Alimentos ricos em antioxidantes desempenham um papel essencial na prevencéo de
doengas (ALMEIDA et al., 2011).

Estudo de Malta et al. (2013), revelou o fruto de murici como uma fonte natural
de agentes antioxidante e antiproliferativa, ressaltando tais propriedades com
aplicabilidade em alimento e na industria farmacéutica. Alguns dos compostos
identificados no fruto foram catequina, acido 3-O-cafeoilquinico, &cido cafeico,
derivado do acido caféico, cafeoil hexose, &cido diferuloilquinicos, acido férulico,
derivado de hexose de acido férulico, &cido galico, kaempferol, &cido malico H,
quercetina hexoside e xantoxilina.

Em outros estudos foram identificados aproximadamente 19 compostos
polifendlicos no murici, entre eles se destacam galotaninos, acido quinico galatos, os
proantrocianidenos, derivados de quercetina e derivados galoil, substancias raramente
encontrados em frutas (GORDON et al., 2011; MARIUTTI et al., 2014; MALDINI;
MONTORO; PIZZA, 2011). Drago et al. (2008) tambem relataram altos teores de
quercetina no fruto.

Autores encontraram correlacfes fortes entre compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante em varios tipos de frutos, entre eles o murici (MALTA et al.,
2013; ALMEIDA etal., 2011).

Destaca-se ainda entre os compostos bioativos a presenca de carotendides, que

tem ganhado destaque nas pesquisas relacionados com cancer prostatico (ANTWI et al,
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2016). O murici contém também quantidades considerdveis de luteina e zeaxantina
(MARIUTTI; RODRIGUES; MERCADANTE, 2013; MURILLO et al., 2010), além de
B-caroteno (HAMACEK; MARTINO; PINHEIRO-SANT’ANA, 2014; SOUZA et al.,
2012).

2.4.2 TAPEREBA (Spondias mombin L.)

A familia Anacardiaceae contém cerca de 60 a 75 géneros e 600 espécies,
apenas 0 género Spondias tem cerca de 14 espécies globalmente. (DUVALL, 2006;
SILVA et al., 2014). Neste género, as espécies que merecem destaque sdo Spondias
mombin L., conhecida em certas regides brasileiras como caja, caja-mirim ou tapereba,
e em lingua inglesa como yellow mombin; ciriguela ou red mombin (S. purpurea L.),
umbu ou imbu (S. tuberosa Arr. Camara); ambarella, golden apple, cajarana ou caja-
manga (S. dulcis ou S. cytherea Parkinson) e duas espécies taxonomicamente
indefinidas, mas considera das hibridos naturais, caja-umbu ou umbu- caja (S.
mombin x S. tuberosa) e umbuguela (S. tuberosa x S. purpurea) (apud SILVA et
al., 2014).

Quanto a origem, existem algumas versdes divergentes, apesar da mais
difundida ser que a mesma é procedente do continente americano, sendo amplamente
disseminada pela América tropical. No Brasil, a cajazeira € largamente distribuida nas
regidbes Norte e Nordeste, vegetando espontaneamente em grupos ou isoladas na
Amazonia Ocidental e Mata Atlantica. (MOREIRA et al., 2002).

No Brasil, dentre as espécies do género Spondias, podemos destacar a
importancia comercial do tapereba (S. mombin), umbu (S. tuberosa) e tapereba-umbu
(S. mombin x S. tuberosa). Seus frutos sdo comercializados in natura ou processados na
forma de polpas, doces, geleias, sucos, sorvetes e compotas (SILVA et al., 2014,
SACRAMENTO; SOUZA, 2000).

O fruto é uma drupa que apresenta de 3 a 4 cm de comprimento, ovoide ou
oblongo, achatado na base e de cor variando do amarelo ao alaranjado, de sabor acido-
adocicado e muito agradavel (MOREIRA et al., 2002).
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Foto: Pedro Humberto/Projeto BFN

Figura 6. Tapereba (Spondia mombin 'L.)
Fonte: SiBBr, SD.

Dentre 0s compostos presentes no fruto do taperebd, destacam-se o0s
carotendides, entre 0s quais a luteina esta presente em quantidades mais elevadas do que
as zeaxantinas, além de conter outros tipos de carotenoides como criptoxantina f e a, B
caroteno (MURILLO et al.,, 2010; TIBURSKI et al., 2011). Esses compostos sdo
responsaveis pela coloracdo alaranjada ou amarela, e por diversas atividades biologicas,
tais como: remoc¢édo do oxigénio singlete; remocao de radicais peroxila; modulacdo do
metabolismo de carcindgenos; inibicdo da proliferacdo celular; aumento da
diferenciacdo celular (retindides); estimulacdo da comunicacao intercelular e aumento
da resposta imunolégica (OLSON, 1999).

Em estudo de Carvalho et al. (2011), notou-se correlagdo significativa entre
carotenodides totais e atividade antioxidante para a polpa das 30 matrizes de frutos de
cajazeira estudadas.

Outra classe de compostos bioativos encontrado no tapereba sdao 0os compostos
fenolicos. Ja foram identificados entre eles as saponinas, taninos, flavonas, flavonoides,
leucoantocianidinas, alcaldides e glicosideos. (AROMOLARAN; BADEJO, 2014,
SILVA et al., 2011). Entre os taninos hidrolisaveis, foi identificado o acido elagico na
composigdo do tapereba (SILVA et al., 2011) e entre os flavonoides, destacam-se a
presenca de quercetina, miricetina e rutina (SILVA et al., 2011; DRAGO et al., 2008).

Drago et al. (2008), encontraram altos teores de quercetina no fruto (92 ng/g
parte comestivel), inclusive maiores que o0s teores encontrados em macd, fruta

reconhecida internacionalmente como uma rica fonte deste composto (HUBER;
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RODRIGUEZ-AMAYA, 2008). A quercetina possui um excelente potencial
antioxidante in vitro, sendo o flavondide com o maior poder sequestrador de espécies
reativas de oxigénio, devido a presenca do grupo catecol no anel B e do grupo hidroxila
na posicdo 3 do anel C (HEIJNEN et al., 2002). Além disso, a rutina e quercetina
encontrados no extrato contém atividade antiviral relevante contra o virus da dengue
(SILVA et al., 2011). O tapereba também é fonte de varios micronutrientes, como pode

ser observado na Tabela 2.

Tabela 2. Composicao nutricional e fisico quimica do murici e tapereba
Murici (*)  Tapereba (**)

Umidade (g/100g) 76,18 86,87
Proteina (g/100g) 1,33 0,71
Cinzas (g/100g) 0,81 0,58
Carboidratos (9/100g) 12,98 13,90
Lipidios (g/100g) 4,27 0,44
Fibra Alimentar (g/100g) 9,43 1,38
Saédio (g/1009) 45,43 4,28
Potéssio (g/1009) 346,73 214,14
Célcio (g/100g) 83,38 20,88
Magnésio (g/100g) 43,70 13,55
Manganés (g/100 g) 0,08 0,02
Fadsforo (g/100g) 7,69 26,40
Zinco (g/1009) 0,37 0,17
Cobre (g/100g) 0,09 0,07
Ferro (g/100q) 1,00 0,76
Selénio (g/100g) 2,36 -
Cobalto (g/100g) 27,24 -
Niquel (g/1009) 26,41 -
Sélidos Solaveis (° Brix) 8,89 12,24
Ph 3,93 2,91
Acucares totais (9/100g) - 5,07
Solidos Totais (g/100g) - -
Acidez (%) 0,47 1,68
Acucares redutores (g/100g) 2,97 4,80

Fonte: ANICETO, 2015. ~

(*) Valores médios - ALMEIDA et al., 2011; SOUZA et al., 2012; DIAS et al., 2012; GUIMARAES;
SILVA, 2008; MOO-HUCHIN et al., 2014; MORZELLE et al., 2015; HAMACEK; et al., 2014; SILVA
et al., 2008

(**) Valores médios — MATTIETTO;LOPES; MENEZES, 2010; BORA et al., 1991; LETERME et al.,
2006; TIBURSKI et al, 2011.
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Estudo de Ghate et al. (2014), avaliaram o extrato de espécie do género Spondias
(Spondias pinnata), os resultados demonstraram promocao de apoptose e significativa
citoxicidade em linhagens de célula de adenocarcinoma de pulmdo (A549) e mama
(MCF-7). Em estudo de Villasmil e colaboradores (2006), sobre a atividade em 5
linhagens de ceélulas tumorais, a espécie B. crassifolia demonstrou inibicdo do
crescimento celular em todas as linhagens estudadas. Outros estudos avaliaram efeitos
anticarcinogénicos in vitro e in vivo dos extratos de diferentes partes da planta de
espécie do género Spondias e Byrsonima (POMPEU et al., 2011; MESQUITA et al.,
2009; CATES et al., 2014; IDU et al., 2002).
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3 JUSTIFICATIVA

A qualidade biofuncional das frutas exoticas pode ser utilizada no
desenvolvimento de novos produtos, agregando valor e contribuindo para o
desenvolvimento sustentavel e agricola, visto a importancia econémica da fruticultura
brasileira.

Diferentes compostos bioativos ja foram descritos para as espécies de murici e
tapereba, dentre eles com grande potencial antioxidante, contudo pouco ainda é
conhecido sobre sua a¢do no cancer. Estudos envolvendo linhagens celulares de préstata
séo ainda escassos na literatura cientifica.

Os resultados decorrentes do estudo poderdo contribuir para o esclarecimento do
processo de modificagdo no ciclo celular, morte celular e a relacdo da atividade
antioxidante desses frutos com o desenvolvimento do cancer de prostata, especialmente
entre 0s mais agressivos, de metastase 6ssea. Consequentemente, este trabalho tem por
finalidade fornecer dados para a comunidade cientifica, com o intuito de auxiliar na
elucidacao do papel dos compostos do murici e tapereba sobre o controle e prevencao

do desenvolvimento do céncer prostatico.
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4 OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos dos extratos de murici e taperebd sobre a linhagem celular de

adenocarcinoma de prostata humano (PC-3).

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Realizar a caracterizacdo fisico-quimica de polpas de murici e taperebg;

> Produzir extratos bioativos de polpas de murici e tapereba;

> Determinar a atividade antioxidante dos extratos e polpas de murici e tapereba;
> Caraterizar os carotendides dos extratos de murici e tapereba;

> Determinar o teor de compostos fendlicos totais das polpas e extratos de murici
e tapereba;

> Avaliar o efeito dos extratos de murici e tapereba sobre a viabilidade celular de
linhagem de células de adenocarcinoma de prostata;
> Avaliar os efeitos dos extratos bioativos sobre as modificacdes no ciclo celular e

no processo de morte celular em linhagem de células de adenocarcinoma de prostata.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 OBTENCAO DA AMOSTRA

Amostras de polpas comerciais congeladas pasteurizadas de frutas da Amazonia,
de murici (MU) e taperaba (TAP), foram obtidas a partir de produtor de Belém-PA.
Todas da mesma marca comercial, mesmo lote e dentro do prazo de validade. As
amostras foram mantidas em embalagem original e sob refrigeracdo a -18°C até o
momento da analise no Laboratorio de Analise de Alimentos Funcionais da

Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro.

5.2 PREPARO DOS EXTRATOS

5.2.1 Extracdo das polpas congeladas comerciais

A extracdo das polpas para analise da atividade antioxidante e determinacdo dos
teores de compostos fendlico totais foram realizadas com a solugdo extratora aquosa
(VIZZOTTO; PEREIRA, 2011). Foi utilizado banho de ultrassom por 10 minutos e

apos, o extrato foi filtrado e avolumado com agua destilada.

5.2.2 Preparo dos extratros aquoso liofilizados

Para o preparo dos extratos aquosos de MU e TAP, foi pesado 250g das
amostras (polpas) em um bécher e em seguida, adicionado 80 mL da solucéo extratora.

Apos 15 minutos de repouso, a solugéo foi colocada no ultrassom (Brandon 2210) por
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periodo de 10 minutos. O residuo foi coletado para trés novas extragfes. A solucédo foi
filtrada e avolumada em um baldo volumétrico de vidro de 1L. Apds a extracdo, 0s
extratos foram congelados em recipientes apropriados no ultrafreezer — 86°C (Indrel®
Ultrafreezer) e em seguida liofilizados em liofilizador (LD300 Terroni®) por 24 horas.
As amostras liofilizadas foram armazenadas em tubo falcon no freezer a -18C até o

momento das analises.

5.2.3 Preparo dos extratos etanolicos liofilizados

O processo empregado para desenvolver os extratos etandlicos liofilizados de
MU e TAP, incluiu os mesmas etapas de extracdo que o extrato aquoso liofilizado. A
solugdo extraida, foi filtrada no papel de filtro Whatman number 1 e o residuo de etanol
secundario foi evaporado sob baixa pressdao a 45°C, para que em seguida, fossem
liofilizados e entdo armazenados em tubo falcon no freezer a -182C até 0 momento das
analises (GUIMARAES et al., 2017).

5.3 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA

A caracterizagdo da composicdo fisico-quimica das polpas de MU e TAP
constitui-se das seguintes analises: acidez total titulavel, agtcares redutores, °Brix, pH e
vitamina C segundo metodologia oficial (ADOLF LUTZ, 2005).

5.3.1 Andlise de colorimetria

A determinacdo da cor das polpas de MU e TAP foi realizada em colorimetro
digital (Konica Minolta CM-5) usando CIE-Lab (Commission internationale de

I'éclairage). Os valores de L* (luminosidade), a* (componente vermelho-verde) e b*
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(componente amarelo-azul) foram obtidos diretamente do colorimetro e utilizados para
calcular tonalidade cromatografica (H*=b*/a*) e croma (C*= (a*2+b*?) %2). A escala de
luminosidade (L*) foi de 0 a 100, onde 0 indica preto (ou cor escura) e 100 branco (ou
cor clara). As andlises foram realizadas em triplicata, o equipamento foi calibrado
seguindo o manual de instrugdes do fabricante, utilizou-se amostra previamente
homogeneizada (LIMA et al., 2015).

5.4 ANALISE DE CAROTENOIDES

A composicdo e o teor de carotenodides das polpas (MU e TAP) foram
determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), segundo Rodriguez-
Amaya (2001). A saponificagdo foi realizada para remover substancias interferentes e o
extrato saponificado foi filtrado e analisado por espectrofotometria para quantificar o
teor total de carotendides. Apds a quantificacdo, o extrato foi concentrado para realizar
a separacdo. A separacao foi realizada numa coluna C30 (Carotendide YMC 3um (4,6 x
250 mm), com 80% de MeOH, 20% de éter metil-t-butilico como a fase movel e a
temperatura da coluna foi ajustada a 33°C. B-criptoxantina, luteina, zeinoxantina, o

caroteno, 3 caroteno e zeaxantina foram quantificados.

5.5 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A analise de compostos fenolicos totais das polpas e extratos liofilizados foram
realizadas de acordo com o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito
por Singleton et al. (1999), utilizando o &cido gélico como padrdo. A determinacdo foi
realizada usando trés volumes diferentes das amostras, 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 2 mL
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de carbonato de sodio 4% e os tubos foram deixados em repouso por 2 horas, ao abrigo
da luz. A absorbancia foi medida em espectrofotometro a 750 nm.

5.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.6.1 Avaliacdo da atividade sequestrante do radical DPPH

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH das polpas e extratos
liofilizados foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Brand-Williams et
al. (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, é reduzido na presenca de um antioxidante. Para avaliacdo da atividade
antioxidante, as amostras foram adicionadas, para rea¢do com o radical estavel DPPH,
em uma solucdo de metanol. Na forma de radical, o DPPH possui uma absor¢éo
caracteristica a 515 nm, a qual desaparece apds a reducdo pelo hidrogénio arrancado de
um composto antioxidante. A reducdo do radical do DPPH foi medida através da leitura
da absorbancia a 515 nm em 30 min de reacdo. Uma curva padrdo com solugdes de
trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) foi produzida. As leituras
foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos em atividade antioxidante

equivalente em pmol de trolox por grama de amostra.

5.6.2 Analise de atividade antioxidante total pela captura do radical ABTSe+

A atividade antioxidante das polpas e extratos liofilizados pelo método ABTS
(&cido 2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfonico) foi realizado como descrito
por Rufino et al. (2007). O radical ABTSe+ ¢ formado por uma reacdo quimica com

persulfato de potassio em uma relacdo estequiométrica de 1:0,5. Uma vez formado, o
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radical ABTSe+ ¢ 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 foram utilizadas de modo a restar um volume final de 3mL em cada leitura. As
leituras foram realizadas em triplicata. Uma curva padrdo com solucdo de trolox foi
produzida. Os resultados foram expressos em atividade antioxidante equivalente ao

trolox em pmol de trolox por grama de amostra.

5.6.3 Anadlise determinacdo da atividade antioxidante total pelo método de reducdo do
Ferro (FRAP)

A atividade antioxidante das polpas e extratos liofilizados foi determinada pelo
método de FRAP de acordo com Rufino et al. (2006). Este método baseia-se na
quantificacdo da capacidade de reducdo do complexo Fe+3 - TPTZ (cor azul clara) para
o complexo Fe+2 - TPTZ (cor azul escura) em meio &cido, reacdo esta que €
desencadeada pelo antioxidante presente na amostra. O método consiste em adicionar
trés volumes diferentes das amostras, e quantificar, em 2,7mL de reagente FRAP
somado a 270ul de &gua destilada. Ap6s 30 minutos em banho-maria é efetuada a
leitura de absorbancia a 595nm. As leituras foram realizadas em triplicata. Os resultados
foram expressos em pmol de sulfato ferroso equivalente por grama de amostra. A curva
padrdo foi produzida com uma solucdo de sulfato ferroso com concentracfes
conhecidas.

5.6.4 Ensaio ORAC

Foi determinada a atividade antioxidante das polpas e extratos liofilizados
através do método de ORAC, o qual 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 reacdo com

42



oxigénio atmosférico, reage com o indicador fluorescente para formar um produto ndo
fluorescente, que pode ser medido por espectrofotometria com méxima emisséo de
fluorescéncia em 575nm e 578nm. Este ensaio avalia a atividade antioxidante através da
inibicdo da oxidacdo, induzida pelo radical peroxil, por transferéncia de atomos de
hidrogénio. A atividade antioxidante das substancias foi determinada através da
diferenca entre a &rea da amostra subtraida pela &rea do branco, mensurada pelo
decaimento da fluorescéncia com a adicdo da substancia antioxidante no decorrer do
tempo. Todas as analises foram feitas em triplicata.

Usando-se trolox de concentragdes conhecidas, uma curva padréo foi gerada e a
atividade ORAC da amostra foi calculada. O resultado foi expresso em pmol
equivalentes de trolox por grama, o qual corresponde a quantidade de antioxidante

presente em um grama de amostra que possui a mesma atividade do padréo trolox.

5.7 ENSAIOS EM IN VITRO

5.7.1 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, 2g/L tampdo HEPES, pH 7,4, sob atmosfera de 5% de CO,. As
células quando em confluéncia de 70-80%, sofriam processo de tripsinizac&o, cerca de
duas vezes por semana.

Para cada experimento, as células foram semeadas em concentracdes de 10°
célulasicm?, em placas de 6 poc¢os durante as analises de ciclo celular e apoptose e 96
pocgos durante a analise de viabilidade celular. Foi incluido um grupo controle para
todas as amostras analisadas, sendo tratadas somente com préprio meio de manutencédo

da cultura, isento das amostras. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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5.7.2 Ensaio de viabilidade e proliferacéo celular (MTT)

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

Apos serem tratadas com os extratos de MU e TAP nas diferentes concentragdes
(de 0,05mg/mL a 20mg/mL) e incubadas por 24horas, foram adicionados a cada poco
10 uL de MTT (5 g/L). Apds 4 horas de incubagdo, o meio foi removido e 50 uL de
dimetilsulféxido (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 proliferacdo celular (CPIR) foi expressa em percentual e calculada através

da seguinte férmula:

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

5.7.3 Andlise de ciclo celular

Apos as células de préstata serem incubadas por 24 horas na presenca e auséncia
dos extratos em diferentes concentracfes, os meios foram retirados e os pocos lavados
rapidamente com solucdo salina tamponada (PBS) livre de célcio e magnésio. As
celulas foram entdo destacadas com auxilio de tripsina em temperatura ambiente. A
andlise de ciclo celular foi realizada utilizando ensaio com iodeto de propidio. As
células foram ressuspendidas em 500 puL de solugdo fria de Vindelov (VINDELOV,
1977), contendo 0,1% de Triton X-100, 0,1% de RNase e 50 pug/mL iodeto de propidio
(Sigma). Apoés incubagdo por 15 minutos, a suspensdo celular foi analisada para
conteddo de DNA em citdmetro de fluxo (FACScalibur BD Biosciences), ap6s a
aquisicdo de 20000 eventos. As proporcoes relativas de células com contetido de DNA
indicativo de apoptose (< 2n), fase Go-G; (2n), fase S (fase > 2n, porém < 4n), e fase

G,/M (4n) foram adquiridos e analisados utilizando FlowJo. A porcentagem de
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populacdo de células em uma fase especifica foi estimada com FlowJo software de

analise versdo 1.2.

5.7.4 Avaliagéo da inducédo da apoptose

As ceélulas de préstata foram incubadas na presenca e auséncia dos extratos em
diferentes concentracfes pelo periodo de 24 horas. Apos o periodo de incubagdo o meio
foi descartado e as células foram lavadas rapidamente com PBS livre de calcio e
magnésio, sendo utilizado tripsina em temperatura ambiente para auxiliar a destacar as
células dos pocos. Para avaliacdo da apoptose, as células em estudo foram submetidas a
marcagdo com anexina V conjugada a FITC (BD Pharmigen, San Diego, EUA). As
células foram ressuspendidas em 400 uL de solucdo tampdo do kit Il de detecgdo de
apoptose (BD Pharmigen), 5 uL de anexina V FITC e 5 pL de iodeto de propidio por 15
minutos em temperatura ambiente. A leitura foi realizada em citbmetro de fluxo
(FACScalibur BD Biosciences), ap6s a aquisicdo de 20000 eventos. Os dados foram

analisados em software FlowJo versao 1.2.

5.8 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram apresentados como médias + desvio padrdo dos experimentos
independentes feitos em triplicata (n=6). Os dados experimentais obtidos foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas através dos testes
de Tukey e t-studant ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa
GraphPad Prism 4.0 e Statistica 6.0.
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS E ANALISE COLORIMETRICA DE
POLPAS DE MURICI E TAPEREBA

As caracteristicas fisico-quimicas e andlise colorimétrica de polpas de murici
(MU) e tapereba (TAP) estdo apresentadas na Tabela 3.

Os resultados de pH e acidez tituldvel para polpa de tapereba foram de
2,60£0,01 e 1,74+0,059/100g, respectivamente. A polpa de MU apresentou maior pH
(3,36£0,01) e menor acidez (0,75+0,03g/100g) quando comparada a polpa de tapereba
(p<0,05).

Em relacdo ao acucar redutor, observou-se que polpa de TAP apresentou maior
teor (9,90+0,43g/100g), bem como valor de solidos soltveis (9,80+0,10%%rix), quando
comparado a polpa de MU (4,20+0,01g/100g e 3,79+0,14, respectivamente) (p<0,05).

A polpa de MU destacou-se com maior teor de vitamina C (58,88 mg/100g) em
comparacao a polpa de TAP (25,93 mg/100g) ( p<0,05).

A anélise colorimétrica demonstrou que, a polpa de MU apresenta coloracédo
mais amarelada que a polpa de TAP (b*=12,17+£0,02 e b*=4,11+0,01), variando a
tonalidade até a laranja (h*=0,90+0,31 e h*=0,53+0,01). Em relacdo ao Chroma (C*), a
polpa de MU mostrou uma coloragdo mais vivida (C*=165,68+0,01) e a polpa de TAP
coloracdo mais opaca (C*=38,93+0,33). A polpa de MU possui coloracdo mais clara
(L*=18,40+0,03) e a polpa de TAP mais escura (L*=6,41+0,03) (p <0,05).
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Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas e analise colorimétrica de polpas de murici e tapereba.

Parametro Murici Tapereba
Acidez (g/100g) 0,75+0,03" 1,74+0,05°
Acucar redutor (g/100g) 3,79+0,14° 9,90+0,43°
Vitamina C (mg/100g) 58,88+1,63 25,93+1,65"
Solidos Soluveis Totais (°Brix) 4,20+0,01° 9,80+0,10°
pH 3,36+0,01° 2,60+0,01°
L* (lightness) 18,40+0,03° 6,41+0,03"
a* (a axis) 13,54+0,02° 7,81+0,04°
b* (b axis) 12,17+0,02° 4,11+0,01°
C* (chroma) 165,68+0,01° 38,93+0,33"
h* (matriz angle) 0,90+0,31° 0,53+0,00°

Resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha apresentam
diferenca significativa. Os resultados foram comparados pelo teste t-student (p <0,05).

6.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS
DAS POLPAS E EXTRATOS BIOATIVOS DE MURICI E TAPEREBA

A atividade antioxidante das polpas e extratos bioativos liofilizados de murici e
tapereba foi avaliada por quatro diferentes métodos (DPPH, ORAC, FRAP e ABTS). Os
resultados da atividade antioxidante e da determinacdo dos compostos fendlicos totais
sé&o mostrados na Tabela 4.

Entre as amostras analisadas, o ME apresentou a maior atividade antioxidante
segundo a analise de DPPH (1084,83+96,97 pmol trolox g %), ABTS (3750,65+175,38

47



umol trolox g~') e FRAP (4471,77+560,87 umol sulfato ferroso/g) (p<0,05). Para a
andlise de ORAC ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) entre MA
(102039,31+8843,45 pumol Trolox g™) e ME (98972,03+7925,54 pumol Trolox g*), os
quais apresentaram maior capacidadade antioxidante segundo o referido ensaio, bem
como maiores teores de compostos fendlicos totais (1866,30+427,62 mg acido
galico/100g e 1634,05+278,19 mg &cido galico/100g, respectivamente) entre as
amostras analisadas (p<0,05).

Ao avaliar a atividade antioxidante dos extratos liofilizados de tapereba (TA e
TE), maiores atividades foram encontrados para o TE nos ensaios de ABTS
(2079,58+125,86) e FRAP (837,38+79,34 umol sulfato ferroso/g) (p<0,05), enquanto
nos ensaios de DPPH (644,57+69,89 e 601,72+24,02 pmol Trolox g*) e ORAC
(62372,27+3875,5 e 69524,90+8696,18 pmol Trolox g™) ndo houve diferenca estatistica
(p>0,05).

As polpas in natura de MU e tapereba apresentaram valor de reducéo do radical
DPPH médio de 26,64+3,10 e 34,35+0,21 umol trolox g ' e para captura de radical
ABTS de 30,43+0,31 e 59,58+1,51 umol trolox g ', respectivamente. Para 0s ensaios
de FRAP e ORAC, os valores médios encontrados foram 3,77+0,89 pmol sulfato
ferroso/g e 312,54+88,9 umol Trolox g™, para polpa de MU e 6,17+0,47 pmol sulfato
ferroso/g e 332,43+86,82 pmol Trolox g, para polpa de tapereba, respectivamente. Em
todos os ensaios realizados, as amostras que nao passaram pelo processo de liofilizacéo
apresentaram menores valores médios de atividade antioxidante, ndo apresentando
diferenca estatistica entre as polpas de MU e TAP (p>0,05). Resultados semelhantes
foram encontrados na determinacdo de compostos fendlicos totais, em que 0s menores
teores foram encontrados para as polpas de MU (86,74+8,24 mg acido galico/100g) e
tapereba (165,57+5,76 mg acido galico/100g), ndo diferindo estatisticamente entre si
(p>0,05).
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6.3 QUANTIFICACAO DE CAROTENOIDES DOS EXTRATOS BIOATIVOS DE
MURICI E TAPEREBA

No presente estudo, foram identificados seis carotendides por CLAE, nos
extratos de murici e tapereba: PB-criptoxantina, luteina, zeinoxantina, a-caroteno, -
caroteno e zeaxantina. O extrato de tapereba apresentou maiores teores de carotenoides
totais (185,92+12,16ug/g) quando comparado ao extrato de murici (86,30+8,82ug/g). A
B-criptoxantina (89,81+4,58ug/g) foi o carotendide marjoritario identificado no extrato
de taperebd e a luteina na polpa de murici (23,39£1,41ug/g). Menores niveis foram
encontrados para zeinoxantina (1,91+0,21pg/g), o-caroteno (0,48+0,11ug/g) e PB-
criptoxantina (1,32+0,34pg/g) no extrato de murici, enquanto para o extrato de tapereba
o carotendide minotirario foi a zeaxantina (1,25+0,10ug/g) (Tabela 5).

Tabela 5. Composicao de carotendides dos extratos bioativos de Murici e Tapereba (ug/g).

Carotenoides

Amostra Totai Luteina Zeaxantina  Zeinoxantina  B-criptoxantina  a-caroteno  B-caroteno
otais

Murici 86,3018,82°  23,39+1,41%8  5,20+1,02¢ 1,92+0,21° 1,32+0,34° 0,48+0,11°  4,61+1,62"

Tapereba  185,92+12,16°  11,9620,07°  1,25+0,10° 45,722,922 89,81+4,58? 18,25+2,99°  17,45+3,572

Resultados estdo expressos como média * desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna apresentam
diferenca significativa. Os resultados foram comparados pelo teste One-way ANOVA, com pds-teste de
Tukey (p <0,05).

6.4 EFEITOS DOS EXTRATOS DE MURICI E TAPEREBA EM LINHAGEM DE
CELULA DE ADENOCARCINOMA DE PROSTATA

6.4.1 Efeito dos extratos bioativos de murici e tapereba na viabilidade celular

Para andlise de viabilidade celular, as células de adenocarcinoma de préstata (PC
3) foram incubadas com concentragdes de 0,05 mg/mL a 20mg/mL com as amostras de

extrato aquoso liofilizado de murici (MA), extrato etandlico liofilizado de murici (ME),
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extrato aquoso liofilizado de tapereba (TA) e extrato etandlico liofilizado de tapereba
(TE) e analisadas 24h ap6s o inicio da incubacéo.

O ensaio de MTT foi utilizado para monitorar a viabilidade celular. Quando as
células da linhagem PC-3 foram incubadas com MA foi observada uma reducéo
significativa no nimero de células em todas as concentracfes estudadas em relacdo ao
controle (p<0,001) (Figura 7 A). O MA exibiu reducdo maxima de 39,19% na
concentracdo de 20mg/mL quando comparada ao controle (p<0,001).

Na linhagem celular PC-3, foi possivel observar que inicialmente nas
concentragfes de 0,05mg/mL a 0,25 mg/mL o ME ndo modificou o perfil de células
viaveis, quando comparado ao controle. Apés a concentracdo de 0,5mg/mL, constatou-
se uma reducdo significativa no percentual destas células quando comparado ao grupo
controle (Figura 7 B) (p<0,05), com reducdo média maxima (70,41%) notada nas
concentragdes 5 e 10mg/mL (p<0,001).

Para as células incubadas com TA, foi observado comportamento semelhante ao
MA, no qual observou-se reducéo significativa (p<0,05) da viabilidade celular em todas
as concentracdes analisadas em relacdo ao controle. Foi observada uma reducdo
significativa (p<0,001) do percentual de células vidveis, com média de 38,15% quando
as células foram incubadas nas concentragdes 10mg/mL e 20mg/mL e quando
comparadas ao controle (Figura 7 C).

Foi possivel observar que nas concentracBes de 0,05 mg/mL a 2,5mg/mL, a
amostra de TE ndo modificou o perfil de células viaveis quando comparado ao controle,
somente o tratamento com as maiores concentragdes estudadas (5mg/mL a 20mg/mL)
evidenciou-se reducdo significativa no percentual de viabilidade das células tumorais de
prostata quando comparadas ao grupo controle (p<0,05). A maior concentragdo
utilizada deste extrato (20mg/mL), foi capaz de promover a méaxima reducdo de
percentual de células viaveis (17,49%), com diferenca significativa (p<0,001) em
relacdo ao controle (Figura 7 D).
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Figura 7. Efeito do MA (A), ME (B), TA (C) e TE (D) sobre a viabilidade celular da linhagem PC-3 ap6s
24 horas de tratamento. Imagens do microscopio 6ptico de pocos do controle e das concentragGes 10 e 20

mg/mL. Barra = 100 pum.
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Diferencas significativas entre as células ndo tratadas (CT) e as incubadas com os respectivos extratos
(0,05mg/mL a 20mg/mL) foram comparadas pelo teste One-way ANOVA, com pos-teste de Tukey (*p
<0,05;**p < 0,01,***p <0,001).
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6.4.2. Efeito dos extratos bioativos de murici e tapereba sobre a progressdo do ciclo
celular

Com o objetivo de avaliar a influéncia do MA, ME, TA e TE, sobre a progressao
do ciclo celular da linhagem de células de adenocarcinoma de prostata humana PC-3,
foram incubadas com concentracdes de 10mg/mL e 20mg/mL de cada amostra, uma vez
que estas concentragcdes apresentaram um maior percentual de reducdo na analise de
MTT. Apo6s 24 horas, as células em estudo foram analisadas nas diferentes fases do
ciclo celular.

Foi observado que a linhagem PC-3, quando incubadas com MA, apresentou
uma reducao no percentual de células na fase Go-G; (p <0,05), seguido por um aumento
no percentual de células presentes nas fases G,-M e S, 24 h ap6s a incubacdo na
concentracdo de 10mg/mL (p<0,05), promovendo acumulo de células nas fases S e G,-
M do ciclo celular. Estes resultados sdo indicativos de inibicdo da proliferacéo celular.
Foi também possivel observar um aumento significativo no percentual de células na fase
S, na concentragdo de 20mg/mL quando comparadas ao grupo controle (p<0,05) (Figura
8).

Figura 8. Efeito do extrato aquoso de murici (MA) sobre a progressdo do ciclo celular em células PC-3 24
horas apo6s a incubagdo. As fases do ciclo celular estdo ilustradas em A (CT), B (10mg/mL) e C
(20mg/mL). Os resultados quantitativos do efeito MA sobre esta linhagem celular estdo ilustrados no
grafico (D).
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Os resultados sdo expressos com média + desvio padrdo. Diferengas significativas entre as células ndo tratadas (CT) e as
tratadas (10mg/mL e 20mg/mL) foram comparadas pelo teste One-way ANOVA, com pés-teste de Tukey (*p <0,05).
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Quando as células PC-3 foram incubadas com ME, observou-se mesmo padrdo
de modificagdo em ambas as concentracdes estudadas (10 e 20mg/mL) (Figura 9).
Houve um aumento significativa no percentual de células na fase Go-G; e reducdo
significativa no percentual de células na fase G,-M (p<0,05), ndo havendo diferenca
estatistica entre as concentragdes (p<0,05). Estasticamente, ndo houve modificagdo do
padrdo da fase S em ambas as concentragbes quando comparadas ao grupamento
controle (p<0,05).

Figura 9. Efeito do extrato etandlico de murici (ME) sobre a progressdo do ciclo celular em células PC-3
24 horas ap6és a incubacdo. As fases do ciclo celular estdo ilustradas em A (CT), B (10mg/mL) e C (20
mg/mL). Os resultados quantitativos do efeito ME sobre esta linhagem celular estéo ilustrados no gréafico
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Os resultados sdo expressos com média = desvio padrdo. Diferengas significativas entre as células ndo
tratadas (CT) e as tratadas (10mg/mL e 20mg/mL) foram comparadas pelo teste One-way ANOVA, com
pos-teste de Tukey (*p <0,05).

Ao incubar as células PC-3 com 10mg/mL de TA, foi observado uma reducéo
significativa no percentual de células na fase Go-G;, enquanto ao incubar com 20mg/mL

de TA foi observada um aumento significativo no percentual de células na fase Gy/Gy,
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demonstrado diferentes padrdes de modificagdo nesta fase do ciclo celular dependente
da dose de tratamento. O percentual de células na fase G,-M aumentou
significativamente somente na incubacdo com 20mg/mL de TA, enquanto ndo foi
observado estatisticamente modificaces na fase G,-M na concentracdo de 10mg/mL,

bem como na fase S em ambas as concentragcdes estudadas quando comparado ao
controle (Figura 10).

Figura 10. Efeito do extrato aquoso de tapereba (TA) sobre a progressdo do ciclo celular em células PC-3
24 horas apés a incubacdo. As fases do ciclo celular estdo ilustradas em A (CT), B (10mg/mL) e C
(20mg/mL). Os resultados quantitativos do efeito TA sobre esta linhagem celular estdo ilustrados no
grafico (D).
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Os resultados séo expressos com média + desvio padrdo. Diferengas significativas entre as células nao
tratadas (CT) e as tratadas (10mg/mL e 20mg/mL) foram comparadas pelo teste One-way ANOVA, com
pos-teste de Tukey (*p <0,05).

Ao realizar o tratamento da linhagem de células PC-3 com TE, ndo pdde ser
observado modificaces significativas no padrdo do ciclo celular (p<0,05), com

excessdo do tratamento com 20mg/mL de TE na fase S, no qual houve um aumento
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significativo quando comparado ao grupo controle (p<0,05) (Figura 11). No entanto,
observou-se reducdo do percentual de células na fase Go-G; ao utilizar a 20mg/mL de

TE e reducdo do percentual de céulas na fase S ao incubar com 10mg/mL de TE.

Figura 11. Efeito do extrato etandlico de tapereba (TE) sobre a progresséo do ciclo celular em células PC-
3 24 horas apéds a incubacdo. As fases do ciclo celular estdo ilustradas em A (CT), B (10mg/mL) e C

(20mg/mL). Os resultados quantitativos do efeito TE sobre esta linhagem celular estéo ilustrados no
gréfico (D).
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Os resultados sdo expressos com média + desvio padrdo. Diferengas significativas entre as células ndo

tratadas (CT) e as tratadas (10mg/mL e 20mg/mL) foram comparadas pelo teste One-way ANOVA, com
pos-teste de Tukey (*p <0,05).
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6.4.3 Efeito dos extratos bioativos de murici e tapereba sobre a taxa de apoptose celular

A quantificacdo do nimero de células em processo apoptdtico, pode ser uma
medida Util para avaliar a cinética de células cancerosas. Neste ensaio de avaliacdo da
inducdo de apoptose, as células em estudo foram incubadas com MA, ME, TA e TE nas
concentracdes de 10mg/mL e 20mg/mL.

Apos a incubacdo com MA nas concentracfes de 10mg/mL e 20mg/mL, foi
observado uma diminuicdo significativa (p<0,05), no percentual de células viaveis e
um aumento significativo (p<0,05), do percentual de células em apoptose tardia na
concentracdo de 20mg/mL e um aumento significativo (p<0,05), do percentual de
células em apoptose inicial na concentracdo de 10mg/mL quando comparadas ao grupo
controle. N&o foi observado alteracdo no percentual de células ndo apoptéticas (p>0,05),
quando comparadas as células ndo tratadas (controle), em ambas as concentragdes, bem
como do percentual de células viaveis (p>0,05) com tratamento na concentracdo de

10mg/mL quando comparada ao controle (Tabela 6).

Tabela 6. Efeito dos extratos aquoso e etanélico de Murici e Taperebd em diferentes concentraces
(10mg/mL e 20mg/mL) sobre o processo de morte celular por apoptose nas células de adenocarcinoma de
préstata humana (PC-3) 24h apdés a incubag&o.

Extrato Fases Controle 10mg/mL  20mg/mL

Células viaveis

a b c
(Anexina V- PI-) 99,08+0,35 95,88+0,32" 82,53+2,97

Apoptose inicial

a b a
(Anexina V+ PI-) 0,27+0,09 1,28+0,65 0,35+0,23

MA
Apoptose tardia b e e
(Anexina V+ Pl+) 1,100,15 1,07+0,49™ 11,96+4,39
Células néo apoptoticas a . .
(Anexina V- PI+) 0,32+0,17 0,90+0,42 1,86+1,46
Células viaveis a b )
ME (Anexina V- PI-) 98,20+0,42°  95,40+0,56" 94,31+1,28

Apoptose inicial

a a a
(Anexina V+ PI-) 0,21+0,04"  0,20+0,03"  0,20+0,06
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Extrato Fase Controle 10mg/mL  20mg/mL

Apoptose tardia

c b,d avd
(Anexina V+ P1+) 1,070,49 3,64£0,45° 4,47+1,16

ME
Ceélulas ndo apoptdticas b b a
(Anexina V- PI+) 0,52+0,13 0,76+0,19°  0,99+0,19
Células viaveis a a b
(Anexina V- PI-) 98,43+0,40  96,06+1,00 91,98+3,20
Apoptose inicial b a a
A (Anexina V+ PI-) 0,10+0,04 0,93+0,31  0,64+0,34
Apoptose tardia b b a
(Anexina V+ Pl+) 1,19+0,40 2,61+0,71  6,91+2,83
Células ndo apoptoticas a a a
(Anexina V- PI+) 0,35+0,16 0,37+0,18  0,51%0,15
Células viaveis a a b
(Anexina V- PI-) 98,40+0,57  89,05+1,01 85,98+6,10
Apoptose inicial b a b
e (Anexina V+ PI-) 0,23+0,16 2,68+£1,50  0,41+0,15
Apoptose tardia b a a
(Anexina V+ PI+) 1,01+0,64 7,83+1,27  12,5645,62
Células ndo apoptoticas a a a
(Anexina V- PI+) 0,34+0,25 0,43+0,21  1,05%0,63

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

Ao ser incubada com as concentra¢fes de 10mg/mL e 20mg/mL de ME, a
linhagem celular PC-3 apresentou uma diminuicao significativa (p<0,05) no percentual
de células viaveis e um aumento no percentual de células em apoptose tardia, quando
comparadas as células ndo tratadas (controle) em ambas as concentracGes. Houve
aumento significativo (p<0,05) no percentual de células ndo apoptéticas na
concentracdo de 20mg/mL. N&o foi observado alteracdo no percentual em apoptose
inicial (p>0,05) quando comparadas as células ndo tratadas (controle) em ambas as
concentragdes, bem como no percentual de células ndo apoptdticas no tratamento com
10mg/mL de ME quando comparada ao grupo controle (Tabela 6).

Apos incubagdo com 10mg/mL e 20mg/mL de TA, a linhagem celular PC-3
apresentou uma diminuicdo significativa (p<0,05), no percentual de células viaveis e
aumento no percentual de células em apoptose inicial quando comparadas as células do
grupo controle. Na concentracdo de 20mg/mL, foi ainda observado um houve um
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aumento significativo (p<0,05), no percentual de células em apoptose tardia quando
comparadas as células ndo tratadas (controle). N&o foi observado alteracdo no
percentual de células ndo apoptéticas (p>0,05) quando comparadas as células néo
tratadas (controle) em ambas as concentracdes (Tabela 6).

Apbs a incubagdo com 20mg/mL de TE, foi observado uma diminui¢do
significativa (p<0,05), no percentual de células viaveis, ja o tratamento com 10mg/mL
de TE, ndo houve alteracdo significativa no percentual de células viaveis quando
comparadas as células ndo tratadas (controle). Foi observado um aumento significativo
(p<0,05) do percentual de células em apoptose tardia em ambas as concentracGes
(10mg/mL e 20mg/mL) e aumento no percentual de células em apoptose inicial na
concentracdo de 10mg/mL quando comparadas as células ndo tratadas (controle). Assim
como no tratamento com MA e TA, ndo foi observado alteracdo no percentual de
células ndo apoptoéticas (p>0,05) quando comparadas as células ndo tratadas (controle)
em ambas as concentrac@es apds a incubacdo com TE (Tabela 6).

Na figura 12, estdo ilustradas os efeitos dos MA, ME, TA e TE sobre 0 processo
de morte programada em células PC-3 24h ap0s a incubacdo. A analise por citometria
de fluxo, das células ndo tratadas (CT) estdo ilustradas em A e das células tratadas em B
(10mg/mL) e C (20mg/mL). A taxa de aumento relativo de apoptose na linhagem PC-3
tratadas com extratos de murici e tapereba nas concentragdes de 10mg/mL e 20mg/mL
estdo ilustrados nos gréaficos (Figura 12 D).

Na linhagem PC-3, observou-se para o tratamento com MA e TA, um aumento
significativo (p<0,05), de 8,99+2,31 e de 5,82+1,58 vezes, respectivamente, na taxa de
células apoptoticas na concentracdo de 20mg/mL quando comparados ao controle. Ap6s
incubacdo com ME e TE, foi observado aumento significativo (p<0,05), em ambas as
concentacbes (10mg/mL e 20mg/mL). Para a concentracdo de 10mg/mL, houve
aumento significativo (p<0,05), na taxa de células apoptoticas de 3,0+0,24 e 8,48+1,38
vezes com tratamento ME e TE, respectivamente. O efeito foi pronunciado com a
concentracdo de 20mg/mL, havendo aumento significativo (p<0,05) de 3,6+0,61 vezes
na taxa de células apoptéticas para ME e taxa de aumento maximo de 10,25+2,88 vezes

para TE quando comparadas as celulas ndo tratadas (controle) (Figura 12 D).
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Figura 12. Efeitos dos MA, ME, TA e TE sobre o processo de morte programada em células PC-3 24h
apos a incubagdo. As analises por citometria de fluxo das células ndo tratadas (CT) estdo ilustradas em A
e das células tratadas em B (10mg/mL) e C (20mg/mL). A taxa de aumento relativo de apoptose na
linhagem PC-3 tratadas com extratos de murici e tapereba nas concentragcdes de 10mg/mL e 20mg/mL
apos 24 horas estdo ilustrados nos graficos (D).
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Diferencas significativas entre as células ndo tratadas (CT) e as tratadas (10mg/mL e 20mg/mL) quanto a
taxa de aumento relativo foram comparadas pelo teste One-way ANOVA, com poés-teste de Tukey (*p
<0,05).
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7 DISCUSSAO

A regido amazonica do Brasil é conhecida por sua enorme biodiversidade, que
possui uma variedade de frutas exoticas nativas com aromas e sabores diversificados.
Os frutos oriundos da amazénia, como murici e taperebd, sdo frutos exdticos e pouco
presentes no perfil alimentar da populacdo brasiliera. Estes frutos, sdo fontes de uma
ampla gama de compostos bioativos que conferem inameros beneficios a saude
(CANUTO et al. 2010). Atualmente, existe uma caréncia de estudos na literatura que
ressaltem a importdncia do consumo de frutos exdticos provenientes da regido
amazobnica, como murici e tapereba e seu relevante papel na prevencao e no tratamento
de doencas crénicas, como cancer.

Dessa forma, com intuito de fornecer dados que ressaltem o papel destes frutos
como potentes antioxidantes, inicialmente, o presente estudo caracterizou as polpas e
extratos de murici e tapereba através de ensaios fisico-quimicos e mensuracdo da
atividade antioxidante das polpas e extratos aquoso e etanélico de MU e TAP. Ademais,
houve a identificacdo e quantificacdo do perfil de compostos bioativos e avaliacdo do
potencial antiproliferativo dos extratos bioativos produzidos.

As primeiras analises realizadas foram a caracterizacdo fisico-quimica das
polpas. Foi observado que os resultados de pH, acidez titulavel e teores de sélidos
sollveis encontram-se dentro dos teores estabelecido pela legislacdo através do padrdo
de identidade e qualidade de polpa de caja e murici, com excessao da acidez da polpa de
murici, que encontra-se abaixo do minimo estabelecido (BRASIL, 2018).

Canuto et al. (2010), avaliaram polpa in natura de frutos da Amazonia, e
encontraram valores de pH (3,7+0,00; 2,9+0,4) e acidez total (1,0+0,0; 1,3+0,1g/1009)
para murici e caja semelhantes ao encontrados no presente estudo.

Maiores valores de solidos soluveis totais foram encontrados em nosso estudo
em polpas pasteurizadas quando comparados ao encontrado por Canuto et al. (2010)
(1,5£0,0 e 6,0+0,7 °brix para murici e caja, respectivamente). O aumento dos sélidos
soluveis pode ser explicado pela evaporagdo de &gua durante o processo de
pasteurizacdo (SALES;WAUGHON, 2012). O teor de solidos soluveis totais apresenta
correlagdo com teores aclcares e acidos organicos, caracteristica de interesse pois o

mercado consumidor prefere frutos doces (SILVA et al. 2002).
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Tiburshi et al. (2011), encontraram valores de pH (2,83+0,01), acidez titulavel
(1,46+0,019/100g) e solidos soluveis (10,2+0,1%rix) semelhantes aos encontrados em
nosso estudo para a polpa de taperebd. Em estudo de Carvalho et al. (2011) polpas
oriundas de 30 matrizes de cajazeiras do Estado do Para revelou valores de pH, acidez
titulavel (g/100g) e solidos soluveis (°brix) que variou de 2,31 a 2,82, 1,20 a 1,93 e 7,80
a 12,87, respectivamente.

Em estudo de Morzelle et al. (2015), que analisou frutos da regido do cerrado,
dentre eles o murici, foram encontrados valor de pH de 4,74+0,02, valor de acidez de
0,17+0,01% e acucar redutor de 2,97+0,099/100g para o fruto de murici.

A acidez é um dos critérios que afetam a classificacdo dos frutos com base no
sabor; frutas com niveis de &cido citrico variando de 0,08% a 1,95% podem ser
classificadas como de sabor leve e sdo bem aceitas para consumo na forma de frutas
frescas (PAIVA et al. 1997). As polpas de MU e TAP apesar de apresentarem
caracteristicas 4cidas, as mesmas se enquadram nessa categoria de avaliacéo.

A vitamina C ou 4cido ascorbico € considerado o mais importante antioxidante
solivel em agua que é derivado principalmente de fontes de frutas e vegetais
(PUTCHALA et al., 2013). De acordo com teores encontrados no presente estudo as
polpas de MU e TAP podem ser consideradas alimentos ricos nesta vitamina (BRASIL,
2004). Destaca-se que a identificacdo de novas fontes de vitamina C na dieta é de
grande interesse para a area de ciéncias da salde, visto que € um componente essencial
as funcdes fisioldgicas do corpo (GONCALVEZ, 2008).

Neste estudo a polpa de murici se destacou quanto ao contetdo de vitamina C
em relacgdo a polpa de TAP. Mattietto, Lopes e de Menezes (2010), encontraram valores
de vitamina C para polpa de caja oriundas do Belém-PA (23,72+0,08mg/100g)
semelhante ao encontrado no presente estudo. Souza et al. (2012), também obtiveram
valor similar de vitamina C para a polpa de MU proveniente de Uberlandia-MG
(47,44+3,26mg/100g), enquanto Hamacek, Martino e Pinheiro-Sant’ana (2014)
encontraram menores teores (27,33+4,91mg/100g) de polpas do fruto oriundos de
Januéaria-MG. A vitamina C pode sofrer uma grande variacdo nas diferentes espécies de
frutas, como também entre frutos de uma mesma espécie, cujos fatores como as

condi¢des de solo, clima, fotoperiodismo, regime pluvial, grau de maturacdo, etc.,
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podem influir na composi¢do vitaminica dos alimentos (FONSECA; NOGUEIRA;
MARCONDES, 1969).

A avaliacdo colorimétrica é importante critério de avaliacédo fisica de polpas de
frutas, influenciado pelo processamento e estocagem em que as mesmas sao submetidas.
Ademais, sua composicdo é influenciada por este parametro, como por exemplo, a
coordenada de cromaticidade a*, que evidencia a cor alaranjada, esta diretamente
relacionada as polpas que possuem em sua composicdo os carotenodides (LOPES;
MATIETTO; MENEZES, 2005), como as polpas de MU e TAP estudadas.

Canuto e colaboradores (2010), realizaram andlise colorimétrica de polpas de
frutos Amazénicos, dentre eles murici e caja, e encontraram valores diferentes de L*,
H* e C* em comparacgdo aos encontrados no presente estudo, com excessao do valor de
C* do caja que se aproximou ao encontrado. Neste estudo foram analisadas polpas
pasteurizada industrializadas, enquanto Canuto e colaboradores analisaram a polpa de
frutas frescas.

O teor de carotendides aumenta com 0 processo de maturacdo, e parte da
intensificacdo da cor é devida a degradacdo da clorofila. Além da influéncia do estagio
de maturacdo do fruto sobre a cor (MOTTA et al., 2015), o tratamento térmico pode
influenciar o teor de carotendides. Sales e Waughon (2012) mostram que o tratamento
térmico influenciou o conteldo de carotendides da polpa de taperebad através da
liberacdo de pigmentos pela quebra da ligacdo caroteno-protéica e ruptura da matriz
alimentar. Condicdes climaticas, locais de crescimento também influenciam
significativamente o contetido de carotendides nas plantas (HERNANDEZ et al., 2015).

Apos vasta busca na literatura, ndo foram encontrados dados que ressaltassem o
conteldo de caratondides em extratos de murici e tapereba liofilizados. No presente
estudo, seis carotendides foram identificados nos extratos de murici e tapereba através
da HPLC: B-criptoxantina, luteina, zeinoxantina, a-caroteno, [-caroteno e zeaxantina.
Entre eles, B-criptoxantina, o ¢ f-caroteno tém atividade pré-vitamina A (INSTITUTE
OF MEDICINE, 2001).

Hamacek, Martino e Pinheiro-Sant’ana (2014), ao avaliarem a polpa de MU in
natura, ndo identificaram o a-caroteno e B-criptoxantina, sendo descrito somente a
identificacdo do B-caroteno (1,6ug/g). Porém neste estudo, em que foi avaliado extrato

de murici, maior teor foi encontrado para este carotenoide. J& Souza et al. (2012)
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analisaram o contetido de B-caroteno em polpa in natura sendo encontrado maior teor
(12,5u9/g) em comparagéo ao presente estudo.

Carvalho et al. (2010) e Matietto, Lopes e Menezes (2010), encontratam valores
de carotendides totais para polpa in natura de TAP que variaram de 10,71 a 37,55 ug/g
e 30,30 a 38,56 pg/g, respectivamente, valores inferior aos achados para o extrato
liofilizado de TAP no presente estudo.

De acordo com Rodriguez-Amaya, Kimura e Amaya-Farfan (2008), alteragdes
nos teores de carotendides do mesmo alimento sdo possiveis de ocorrer devido a
mudangas de cultivar ocorridas no mercado brasileiro.

Tiburshi et al. (2011), quantificaram o teor total de carotendides por
espectrofotometria e identificaram os carotendides indiviuais por cromatografia liquida
(HPLC) de polpas congeladas ndo pasteurizadas de taperebd e encontraram maiores
teores de carotendides totais, B-criptoxantina, o caroteno e [ caroteno quando
comparados aos teores encontrados no presente estudo para extrato liofilizado. Em
relacdo ao contetdo de luteina (11,96+0,07ug/g) e zeinoxantina (55,57+3,29ug/g), estes
foram marjoritarios para o extrato de tapereba.

A regido amazonica tem muitas frutas nativas que sdo uma boa fonte de
carotendides como o buriti, 0 mamey, a pupunha, o camapu e o tucumd (ROSSO;
MERCANTE, 2007; BRAGA ET al. 2010). Braga et al. (2010), avaliaram os teores de
carotenoides em polpa de abrico e encontraram menores teores de carotenoides quando
comparados aos niveis encontrados no presente estudo. Rosso e Mercadante (2007),
verificaram que o teor total de carotendides variou de 38 ug/g em abrico a 514 pg/g em
frutos de buriti.

Os dados do presente estudo ressaltam o grande potencial dos extratos de murici
e tapereba quanto ao conteudo de carotendides, compostos bioativos que estdo
amplamente presente na regido amazonica.

Outro composto bioativo presente nas polpas de murici e taperebd sdo os
compostos fendlicos. Compostos fendlicos podem ser alternativamente utilizados como
ingredientes funcionais, para melhorar a capacidade antioxidante dos alimentos
processados e para proporcionar os beneficios de saude associados a estes fitoquimicos
(ACOSTA-ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014).
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Acredita-se que as propriedades relacionadas a salde humana exercidas pelos
compostos fendlicos, principalmente os flavondides, sejam baseadas principalmente na
atividade antioxidante, atuando como sequestradores de radicais livres (PRIOR; CAO,
2000) e quelantes metalicos capazes de catalisar a peroxidacdo lipidica (TERAO;
PISKULA, 1999).

Os resultados encontrados no presente estudo, demostram o potencial
terapéutico de uso dos extratos liofilizados quanto ao teor de compostos fendlicos totais.
Na determinacdo de compostos fendlicos totais das polpas e extratos aquoso e
etandlicos liofilizados de murici e tapereba, demonstrou-se menores teores para as
polpas de MU e TAP. Com o0 processo de extracdo aquosa e etanolica e posterior
liofilizacdo foi observado aumento no conteddo de compostos fendlicos totais para
ambas as polpas, em que o0s extratos de murici se destacaram quanto ao conteddo de
compostos fenolicos em comparacao aos extratos de tapereba.

Rufino et al. (2009), estudaram polifendis extraidos de diversas polpas de frutas
e encontraram para 0 MU 937+38,9 mg GAE/100g, enquanto Almeida et al. (2011),
relatou menores teores para o fruto (159,9 mg GAE/100g). Tirburski et al. (2011),
avaliaram polpa congelada ndo pasteurizada e acharam contetdo de compostos
fendlicos totais superiores (260,21+11,89 mg GAE/100g) ao encontrado para polpa de
TAP pasteurizada no presente estudo.

Para polpa de murici oriundos do cerrado, Souza et al. (2012), encontraram
teores superiores de composto fendlicos totais (334,37+£9,07 mg GAE/100g). Rufino et
al. (2010), também encontraram valores superior ao presente estudo quando avaliaram
0 extrato de murici (2380+104 mg GAE/100g), contudo para o extrato de tapereba
valores inferior (579+0,9 mg GAE/100g) foram descritos em comparacao ao presente
estudo.

Souza et al. (2016), avaliaram extrato aquoso de polpa liofilizada de caja e
obtiveram resultado semelhante ao presente estudo quanto ao teor de compostos
fenolicos totais. Paz et al. (2015), avaliaram o conteldo de extrato aquoso-etanolico
(1:1, v/v) de polpa liofilizada e encontrou valor intermediario de compostos fendlicos
totais encontrados para 0 extrato aquoso e etandlico no presente estudo (744 mg
GAE/100g).
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Anélises cromatograficas de compostos fenolicos do extrato etandlico liofilizado
de Murici ja foram descritas e mostraram dois compostos funcionais com grande
potencial bioativo e antioxidante expressos na literatura, resveratrol e o acido ferulico
(MALTA et al. 2012).

As polpas de frutas sdo fontes de compostos antioxidantes, como compostos
fendlicos, vitaminas e flavondides, que podem proteger os constituintes celulares contra
o0 dano oxidativo e, portanto, limitam o risco de varias doencas degenerativas associadas
ao estresse oxidativo (STAFUSSA et al., 2018). O potencial antioxidante das frutas
pode variar de acordo com a concentracdo de compostos fendlicos totais, flavondides,
carotendides e vitaminas C e E (SOUZA et al. 2012).

Neste trabalho, a atividade antioxidante das polpas e extratos bioativos foram
avaliados pelos métodos FRAP, ABTS, DPPH e ORAC, os quais sao 0s métodos mais
utilizados para determinar a atividade antioxidante in vitro. Recomenda-se que pelo
menos dois (ou mesmo todos) destes ensaios sejam combinados para fornecer uma
imagem confiavel da capacidade antioxidante total de um alimento (PEREZ-JIMENEZ
et al., 2008).

Para os quatro métodos utilizados foram observados uma elevada atividade
antioxidante dos compostos. Foi possivel ainda observar, em todos os métodos
utilizados, um aumento na atividade antioxidante com a extracdo e liofilizacdo das
amostras.

O aumento dos compostos fendlicos totais e atividade antioxidante apds extracdo
aquosa e etandlica podem ser explicados pelo maior contelddo de compostos
hidrossollveis presentes nos extratos aquosos e de compostos lipossolUveis nos extratos
etanolicos, pelas caracteristicas polares e apolares dos extratores respectivamente.
Ademais, a liofilizagdo € um método de desidratacdo que visa a integridade funcional e
sensorial do alimento (OLIVEIRA et al.,, 2008; MARQUES; COSTA, 2015). O
aumento significativo do contetdo dos compostos fendlicos e atividade antioxante com
a liofilizacdo no presente estudo pode ser explicado pela baixa temperatura e auséncia
de ar atmosferico, sem alteracdo nas propriedades quimicas e sensoriais da amostra,
resultando em maior retencdo de fitoquimicos e aumento de sua concentracao
(SABLANI et al., 2011).
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Foi observado ainda maior atividade antioxidante das amostras quando avaliadas
pelo método ABTS, isto se justifica pois os métodos DPPH e ABTS sdo baseados em
diferentes mecanismos. O método ABTS inclui uma gama mais ampla de compostos,
que podem ser hidrofilicos ou lipofilicos. Em contraste, 0 método DPPH é amplamente
utilizado para analisar os antioxidantes que sdo solUveis em solventes organicos.
Embora o radical DPPH seja mais estavel em relagdo ao ABTS, o ABTS tem sido mais
amplamente utilizado devido a variedade de compostos com 0s quais reage
(PRIOR.; WU; SCHAICH, 2005; MARECEK,2017).

Rufino et al. (2010), em seu estudo com extratos organicos aquosos de 18 frutos
tropicais ndo tradicionais do Brasil, entre eles murici e taperebd, encontraram para 0s
extratos de murici maior atividade antioxidante nos ensaios de ABTS (412+13 pumol
trolox/g) e FRAP (334+3,9 umol sulfato ferroso/g) quando comparados aos extratos de
tapereba (40,7 umol trolox/g e 97 umol de sulfato ferroso/g, respectivamente),
corroborando com os resultados encontrados no presente estudo, em que 0s extrato
aquoso liofilizado de murici apresentou maior atividade antioxidante quando comparado
ao extrato aquoso liofilizado de tapereba nestes ensaios.

J& pelo método ORAC, que mensura o sequestro do radical peroxila, ao avaliar
todas as amostras estudadas, observou-se que 0s extratos de murici obtiveram maior
atividade antioxidante, seguido dos extratos de taperebd, e por Gltimo, as polpas de
ambos os frutos. Malta el al. (2013), avaliaram a atividade antioxidante do extrato
extrato acetdnico metandlico do fruto liofilizado de Murici pelo método ORAC,
encontrando valor inferior ao encontrado para todas as amostras analisadas no presente
estudo.

Em estudo com diferentes frutas exdticas do nordeste do Brasil, Almeida et al.
(2011), concluiram que, o murici € um fruto com altos niveis de atividade antioxidante.
Ribeiro et al. (2013), avaliaram a atividade antioxidante pelo ensaio DPPH, ABTS e
FRAP de extratos etanolicos de sete frutas exoticas e nativas do Brasil, dentre elas o
murici na reducdo ferrica apresentou 0 maior poder antioxidante. No presente estudo, o
extrato etanolico liofilizado de murici também se destacou com maior potencial
antioxidante no ensaio FRAP entre as amostras analisadas, assim como nos demais

extratos, demonstrando o potencial antioxidante deste extrato.
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Souza et al. (2016) e Rufino et al. (2010), ao analisarem a atividade antioxidante
do extrato aquoso de taperebd pelos métodos ABTS e FRAP encontraram valores
inferiores aos encontrados para extrato aquoso liofilizado de tapereba nestes ensaios, no
qual os valores encontrados para ABTS se assemelharam com o0s encontrados para
polpa do presente estudo.

A composic¢do nutricional e compostos bioativos, bem como a capacidade
antioxidade descritos para os frutos de murici e tapereba mostram o potencial de sua
utilizacdo na quimioprevencdo. Ademais, os resultados obtidos no presente estudo
através da avaliagdo dos efeitos dos extratos de murici e tapereba em linhagem de
adenocarcinoma de proéstata (PC-3) apontam o papel dos extratos bioativos obtidos a
partir das polpas de murici e tapereba na reducéo do risco de desenvolvimento do cancer
de prostata.

Sabe-se que as células da linhagem PC-3 apresentam comportamento altamente
agressivo, devido principalmente a alta capacidade de migragdo e invasdo tecidual
desempenhada por aquelas células com metastase em 0sso, que é diferente da maioria
dos casos clinicos de CaP (TAl et al. 2011).

Aalinkeel et al. (2004), observaram que a expressdo génica de fatores
proangiogénicos, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), mdlecula de adesédo
intercelular 1 (ICAM-1) e Interleucina 8 (IL-8), sdo significativamente maiores na
linhagem PC-3, mais metastasica, do que em linhagem pouco metastatica. A metastase é
dependente em parte de fatores pro-angiogénicos, e 0s niveis de concentracdo de
moléculas ativadoras e inibidoras alteram o balanco entre os sinais pro e
antiangiogénicos (HANAHAN; FOLKMAN, 1996; AALINKEEL et al., 2004).

Outro aspecto quanto a capacidade de proliferacdo e invasdo desta linhagem esta
relacionado a receptores ativados por proteases (PARs). Estudos demostraram que a
expressdao de PARL é aumentada no céncer de préstata avancado (LIU et al., 2003;
BLACK et al., 2007; KAUSHAL et al.,, 2006). Na linhagem PC-3 foi demonstrado
ocorrer ativacdo de PAR1 e PAR2 e aumento da proliferacdo celular (MIZE; WANG;
TAKAYAMA, 2008). A ativacdo das PARs promove a proliferacdo, invasdo, e
liberacdo de fatores angiogénicos em células cancerigenas (MACFARLANE et al.,
2001; OSSOVSKAYA; BUNNET, 2004).
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No presente trabalho, o efeito antiproliferativo das amostras de MA, ME, TA e
TE sobre a viabilidade de células de adenocarcinoma de préstata humana (PC-3) foi
investigada. De acordo com resultados obtidos pelo ensaio de MTT, para 0s extratos
aquosos de murici e tapereba foi observado inibicdo na viabilidade celular a partir das
menores doses estudadas (0,05mg/mL) com 24 horas de tratamento. Enquanto a amostra
de TE, somente o tratamento com as maiores concentragfes estudadas (5mg/mL a
20mg/mL), evidenciou reducdo significativa no percentual de viabilidade das células
tumorais em relacdo ao controle, com méaxima reducdo na maior concentracdo
(20mg/mL). J& para a amostra de ME, a reducdo maxima de viabilidade celular foi
notada nas concentragdes de 5 e 10mg/mL.

Em estudo de Pompeu et al. (2011), foi avaliado a atividade antiproliferativa do
extrato hidroalcdolico liofilizado de folhas de B. crassifolia ap6s 48h de incubacdo em
nove linhagens de células tumorais humanas, UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama),
NCI-ADR (mama com fenotipo de resisténcia a multiplas drogas), 786-O (rim), NCI-
460 (pulmdo), PCO-3 (prostata)), OVCAR-03 (ovario), HT-29 (célon) e K-562
(leucemia linfoide). Foi observado efeito antiproliferativo somente na concentracao
mais elevada (250 pg/mL) em todas as linhagens estudadas.

Ja Villasmil et al. (2012), ao avaliar o efeito antiproliferativo do extrato
etandlico liofilizado de folhas de B. crassifdlia sobre cinco linhagens de cancer, B16 /
BL6 (melanoma murino), HT-29 (carcinoma do c6lon humano), A549 (carcinoma do
pulmdo humano), HelLa (carcinoma cervical humano) e PANC-1 (carcinoma
pancreatico humano), também demonstraram a inibicdo de crescimentos em todas as
linhagens estudadas, contudo os efeitos citotoxicos j& foram observados em
concentracdes mais baixas (IC50=28 pg/mL e 79ug/mL), para duas linhagens celulares
(PANC-1 e HelLa, respectivamente).

Os extratos acetdnico e metanolicos de folhas da Spondias purpurea foram
avaliados em cinco linhagens celulares de céncer. Foi demonstrado inibicdo de
proliferacdo apenas sobre a linhagem de cancer de mama (18+1%) apenas para o extrato
acetdnico na concentragdo de 200 pg/mL (CATES et al. 2014).

Em estudo de Malta e colaboradores (2013), foi realizada a avaliacdo da
atividade antiproliferativa do extrato (acetdénico/metanélico) do fruto de Murici no

crescimento de células de cancer de figado humano HepG2, in vitro por 72hs com doses

69



de 25,0 a 95,0 mg/mL, maiores as utilizadas no presente estudo. Os autores concluiram
que o extrato do fruto de murici apresenta potente atividade inibitdria no crescimento de
células HepG2 de maneira dose-dependente, com valor de IC50 de
173.6 £ 18.2 mg/mL. Neste estudo ainda foi constatado que a inibicdo da proliferacdo
de células tumorais in vitro do fruto de murici ndo pode ser explicada pela concentracéo
de compostos fendlicos isolados. 1Isso sugere que outros fitoquimicos podem
desempenhar um papel importante na atividade antiproliferativa dos extratos estudados.

A luteina, B-caroteno e PB-criptoxantina encontram-se entre 0s carotendides
investigados com potencial beneficio protetor contra o CaP (ANTWI et al. 2016). No
presente estudo, os mesmos carotenodides foram identificados nos extratos das polpas
estudados, sendo a luteina encontrado como o carotendide majoritario no extrato de
murici e a B-criptoxantina no tapereba.

Em relacdo da luteina, estudos anteriores revelaram que este carotenoide
possui uma gama de propriedades bioldgicas incluindo anti-oxidante, anti-inflamatério e
acOes anti-cancer, e tem efeitos inibitorios e citotoxicos sobre o crescimento em varias
linhas celulares de cancer e modelos animais, entre elas células de CaP (GUINASERA
et al. 2007, RIBAYA-MERCADO; BLUMBERG, 2004; GONG et al. 2018; SINDHU
et al. 2013).

Gunasekera et al. (2007), descreveram o efeito da luteina na inibicdo de
proliferacdo em células de carcinoma de prostata de ratos, sendo relatado que a este
carotendide inibiu as células AT3 malignas de uma forma dependente do tempo e
concentracdo e demonstrou inibicdo seletiva de células de cancer de préstata AT3
extremamente malignas em relagéo a seus pais benignos.

Em estudo de avaliacdo do efeito da luteina na proliferacdo de células de
cancer de prostata (PC-3) foi demonstrando uma ligeira inducdo na diminuicdo da
proliferacdo celular. Ademais, em analises por citometria de fluxo mostraram que a
luteina melhorou a parada do ciclo celular induzida por drogas e também na inducéo da
apoptose no CaP, constatando seu potencial na utilizagdo em conjunto com agentes
guimioterapicos (RAFI et al., 2015).

A desregulacdo no controle do ciclo celular € um aspecto fundamental no
desenvolvimento do cancer. As células normais apenas proliferam em resposta ao

desenvolvimento da célula ou a sinais presentes na mitose que indicam um requisito
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para o crescimento do tecido, enquanto que a proliferacdo das células cancerosas
procede essencialmente sem controle. Isto indica que as células cancerosas proliferam
devido a presenca de defeitos de sinalizacdo internos e/ou externos (NAKAYAMA;
NAKAYAMA, 2006).

As fases G; e G, sdo os chamados checkspoints do ciclo celulas, nos quais as
células podem reparar lesdes antes da duplicacdo do DNA e da mitose (FIRAT et al.
2010). A eficiéncia de um composto bioativo no controle do cancer, pode ser avaliada
pela sua capacidade de bloquear as fases do ciclo celular Go-G; e G,-M, reduzindo a
proporcao de células na fase S (GUIMARAES et al., 2017).

Danos ao DNA, que ocorrem em uma celula cancerosa, com um ponto de
controle na fase G; defeituoso, podem resultar em uma maior parada de células na fase
G,-M. A regulacdo da transicdo G,-M pode ser um alvo efetivo para controlar o
crescimento e a proliferacdo de células cancerosas e facilitar sua morte apoptética
(TYAGI et al., 2002).

A principal proteina supressora de tumor, a p53, € um dos genes mais
comumente mutados associados ao cancer humano (KANDOTH et al., 2013) e é um
regulador crucial do crescimento e da morte celular. A proteina p53 esta relacionada
com 0s mecanismos de reparagdo do DNA, parada em G; e indugdo de apoptose. Em
resposta ao estresse intracelular e extracelular, o p53 é ativado via fosforilacdo e serve
como um fator de transcricdo em uma variedade de genes alvo que, por sua vez,
modulam processos celulares como, reparo de DNA, parada do ciclo celular e apoptose
(VOUSDEN; PRIVES, 2009). Evidéncias crescentes sugerem que a apoptose
dependente de p53 é mediada pela geracgdo intracelular de EROs (MACIP et al., 2003).

Nos mamiferos, a atividade de p53 diminui com a idade, e esta diminuicdo pode
ser um fator contribuinte para o aumento da incidéncia das neoplasias na populacao de
idosos (MCGEE et al., 2012). A linhagem PC-3 apresenta mutacdo no oncogene de p53
(CARROLL et al, 1993), levando a um aumento da proliferacdo celular,
tumorigenicidade e resisténcia a drogas (ZHU et al., 2010). Tumores que apresentam
mutacdo em p53 respondem fracamente a radio e quimioterapia (LJUNGMAN, 2010).
A utilizacdo de compostos bioativos que permitem o silenciamento do gene mutado de
p53, pode levar a inibicdo do crescimento celular e alteragdo do ciclo celular, com

parada em Go-G; e G,-M, e um significante descréscimo de fase S, levando a apoptose
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(ZHU et al., 2010). Destaca-se que os achados atuais de parada do ciclo celular induzido
por luteina e danos no DNA sugerem envolvimento da p53 (GONG et al. 2018).

Rafi e colaboradores (2015), realizaram analises de matriz génica e de reacdo em
cadeia da polimerase via transcricdo reversa quantitativa e mostraram que a luteina
alterou a expressdo dos genes biomarcadores associados ao crescimento e a apoptose em
celulas PC-3.

No presente estudo, a analise de ciclo celular revelou que MA na menor
concentracdo estudada atuou modulando a progressao do ciclo celular, por promover
uma reducdo no percentual de células em fase Go-G; e aumento nas fases G,-M e S apés
a incubagdo de 24h. Enquanto a incubacdo com ME foi observado aumento do
percentual de células na fase Go-G; e reducdo no percentual de células na fase G,-M em
ambas as concentracfes estudadas. Ja para o extrato aquoso de tapereba, demonstrou-se
diferentes padrdes de modificagdo nas fases do ciclo celular dependendo da dose de
tratamento, a maior concentracdo estudada levou ao aumento de células nas fases GO-
G e G,-M, enquanto a menor concentracdo levou a reducdo do percentual de células na
fase Go-G1.

A inibicdo da progressdo do ciclo celular estd relacionado com o mecanismo
antiproliferativo (SHIN et al., 2013). Neste sentido, os extratos estudados demonstram
serem capazes de reduzir a viabilidade celular e modificar o ciclo celular de
adenocarcinoma prostata humano PC-3.

Em linhagens celulares e em modelos experimentais utilizando animais é
possivel estabelecer que a reconstituicdo da atividade de p53 pode levar a morte de
células tumorais e a regressao de tumores ja estabelecidos. Estes resultados tém
estimulado a ideia de desenvolver meios para restaurar a funcdo da p53 nas células
neoplasicas (FOSTER et al., 1999; ANDREOTTI et al., 2011).

O processo apoptotico € fundamental para a manutencdo do desenvolvimento
dos seres vivos, sendo importante para eliminar células supérfluas ou defeituosas.
Durante a apoptose, a célula sofre alteracGes morfoldgicas como: a retragdo da célula,
perda de aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas, condensagdo da
cromatina, fragmentacdo internucleossomica do DNA e formacdo dos corpos
apoptoticos (SLEE et al., 2001). A morte apoptdtica de celulas cancerigenas &
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considerada um potencial mecanismo anticancerigeno, que pode controlar sua
proliferacdo (TYAGI et al., 2002).

A familia Bcl-2 € uma familia de proteinas indutoras e repressoras de morte por
apoptose que participam ativamente da regulacdo da apoptose. Os membros da familia
Bcl-2, como Bcl-2 e Bcel-xL inibem a apoptose, pois previnem a liberagdo de citocromo
c e sdo chamados de reguladores antiapoptéticos. Por outro lado, Bax, Bid e Bak s&o
proteinas pré apoptdticas (HENGARTNER, 2000). As evidéncias revelam que 0s
carotenoides induzem apoptose em células cancerosas humanas por meio da regulagéo
de vias intrinsecas, como proteinas da familia Bcl-2 e, pela ativacdo de caspases
(PALOZZA et al. 2007; GANESAN et al., 2011).

No presente estudo, 0s ensaios de apoptose demonstraram aumento da taxa de
apoptose em todos os extratos estudados. Observou-se um incremento maximo de 10
vezes na taxa de apoptose para a concentragdo 20mg/mL de TE. Este dado reforca o
resultado descrito relacionado a viabilidade celular.

Os carotendides a-caroteno e¢ B-caroteno apresentam propriedades que inibem
alteragdes bioquimicas associadas a proliferagdo celular. O B-caroteno pode ainda
influenciar a apoptose, levando a morte celular, no lugar da sua proliferagdo (OMENN,
1998). Varios mecanismos podem explicar os efeitos pro-apoptoticos do B-caroteno,
como a inducdo da cascata de caspases, a ruptura das fungdes mitocondriais, alteragdes
de proteinas relacionadas a apoptose, incluindo Bcl-2 e Bel-xL (LO et al. 2013; LOBO
et al. 2012). Além disso, o B-caroteno também pode aumentar os niveis de fatores de
transcricdo relacionados a indugdo da apoptose (PALCZEWSKI et al. 2014), incluindo
c-Myc e ativacgdo do Fator Nuclear Kappa-p (MATHIASEN; JAATTELA, 2002).

Em estudo com género Spondias, foi avaliado o efeito do extrato metandlico do
tronco de S. pinnata, comprovando o potencial anticancerigeno do extrato contra o
cancer de pulmd e mama humano. A analise por citometria de fluxo e imunoblot
demonstrou a capacidade do extrato de induzir apoptose em ambas as linhas celulares
malignas, sendo proposto a via de inducdo da apoptose pelo aumento da relagdo
Bax/Bcl-2 em ambos os tipos celulares (GHATES, 2014).

Em estudo de Ataman et al. (2002), avaliaram a eficécia de extratos do tronco de
Spondias mombin L. sobre o cancer induzido em ratos e os resultados da eficacia do

material vegetal testado no cancer induzido em ratos mostrou recuperacao significativa
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usando o tratamento com extrato de agua quando comparado com o tratamento com
extrato etandlico. Os autores concluiram que o tratamento com extrato etandlico ndo
conferiram recuperacdo significativa aos ratos. IDU et al. (2002), também com ensaios
in vivo demonstraram resultados que sugeriram o papel da S. mombin no tratamento de
certas malignidades.

O estudo de extratos de frutos com linhagem celular sdo promissores para
avaliacdo da acdo quimiopreventiva, pois se tornado cada vez mais evidente que
respostas de protecdo ndo estdo exclusivamente associadas a um unico fator, mas a
presenca de multiplos fatores atuando de forma articulada e/ou sinéergica (LIU, 2004).

Mediante os resultados obtidos, é possivel inferir que os frutos atuam de formas
diferentes na linhagem de cancer prostata PC-3, por apresentarem diferencas de
composicdo em compostos biotivos, estes por sua vez atuando de forma sinérgica,
resultando em diferentes padrdes de modificagdo dos eventos celulares.

Dado o exposto, os dados apresentados neste trabalho mostraram que os extratos
bioativos de MU e TAP podem desempenhar importante papel na reducdo da
viabilidade celular, na modulacdo do ciclo celular e no controle da progressdo tumoral,
via inducdo da apoptose da linhagem de adenocarcinoma de préstata humana PC-3.
Maiores investigacfes sao necessarias para identificar as vias de inducéo e modificaces
dos padrdes de ciclo celular observados no presente estudo.
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8 CONCLUSAO

A literatura cientifica atual sobre os frutos de murici e taperebd ainda é
escassa, especialmente sobre a influéncia em linhagem de células cancerigenas. Mas o0
que se tem relatado até o momento, demonstra um importante papel destes frutos como
potentes antioxidantes, podendo ser utilizados na prevencdo de diversas doengas entre
estas o cancer.

Conclui-se assim que: através do presente estudo houve a identificacdo e
quantificacdo dos carotenoides dos extratos bioativos liofilizados de murici e taperebd,
compostos bioativos que vem ganhando destaque em seu potencial anticancer e
antioxidante na literatura, com destaque para o contetdo de luteina no murici e
carotendides totais e B-criptoxantina no tapereba.

O potencial bioativo dos frutos de murici e tapereba também foram evidenciados
através da determinacdo dos compostos fenolicos totais das polpas e extratos bioativos,
no qual maiores teores foram encontrados para os extratos de murici. Este estudo
determinou a atividade antioxidante dos extratos bioativos produzidos, evidenciando
maior atividade antioxidante para os extratos de murici em comparacao aos extratos de
taperebé, sugerindo assim a atuacdo dos compostos fendlicos no potencial antioxidante
desses extratos.

Este estudo demonstrou que o0s extratos bioativos de murici e taperebd foram
capazes de promover inibicdo do crescimento celular, modificaces especificas no ciclo
celular e aumento da taxa de apoptose de células de adenocarcinoma de prostata
humano (PC-3).

A andlise do ciclo celular revelou, que o MA (10mg/mL) diminuiu a
porcentagem de células na fase Go/G; e aumentou nas fases S e G,/M, sendo capaz de
induzir apoptose nas células prostaticas. Foi observado aumento da taxa de células
apoptoticas em todos os extratos estudados, com incremento maximo de 10,25 vezes na
taxa de células apoptoticas para TE (20mg/mL), resultados semelhantes foram
encontrados no ensaio de viabilidade celular, no qual houve redugdo maxima no
percentual de viabilidade das células tumorais com tratamento com TE (20mg/mL), em

relagdo ao controle.
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Neste sentido, o aprofundamento de estudos em modelos animais e novos
ensaios in vitro sobre a possivel protecdo dos extratos de murici e tapereba no processo
de carcinogénese, ajudara a entender outros mecanismos ainda nao elucidados por este
trabalho. Maiores investigacdes sdo necessarias para identificar os mecanismos de
atividade antiproliferativa, as vias de inducdo de apoptose e modificagdes dos padrdes

de ciclo celular observados no presente estudo.
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