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RESUMO

O cancer de mama €é a neoplasia mais comum entre as mulheres e a forma mais letal
para 0 sexo feminino, sendo a causa mais frequente de morte associada ao cancer em
mulheres no mundo. Esta é uma doenga complexa causada por um acimulo progressivo
de mutagBes genéticas mudltiplas, combinada a outros fatores, sendo de extrema
importancia a melhoria nos protocolos de tratamento e prevencdo. A utilizacdo de
alimentos funcionais e compostos quimiopreventivos, parece contribuir muito neste
processo, atuando com mecanismos de acdo antioxidante, anti-inflamatorio e
antiangiogénicos. A pitaya vermelha, uma fruta ristica pertencente a familia Cactaceae,
apresenta elevado potencial funcional relacionado a pigmentos como betacianinas,
betaxantinas, antocianinas e compostos fenolicos que estdo envolvidos em processos de
prevencao ao cancer por possuirem atividade antioxidante. Neste sentido, o objetivo do
trabalho é a obtencédo e avaliacdo do efeito do extrato de pitaya sobre a proliferacéo,
ciclo celular, apoptose e expressdo génica de diferentes linhagens cancerigenas humanas
de mama. Utilizando o ensaio de MTT, foi demonstrada uma diminui¢do importante da
viabilidade celular na linhagem MCF-7 ap6s o tratamento com o extrato. A analise do
ciclo celular revelou que o extrato de pitaya aumentou o percentual de células na fase
GO/G1 e diminuiu na fase G2/M apds 24 e 48 horas de tratamento. O extrato ainda
mostrou-se capaz de induzir apoptose nas células de adenocarcinoma MCF-7 e suprimiu
a expressao dos genes BRCA1, BRCA2, PRAB e REa. Em relacdo as células MDA-
MB-435 nenhum efeito foi observado entre células tratadas e ndo-tratadas com o
extrato, com excecdo no ensaio de MTT. Neste sentido, o extrato de pitaya mostrou ser
um inibidor do crescimento celular, promotor de parada de ciclo celular e capaz de
aumentar a apoptose em células de adenocarcinoma de mama MCF-7, sugerindo um

efeito na regulacéo da expressdo de receptores hormonais e oncogenes.

Palavras-chave: Pitaya. Cancer de mama. Antioxidante. Compostos bioativos.



ABSTRACT

Breast cancer is the most common neoplasia among women and the most lethal for
females, being the most frequent cause of cancer related death in women worldwide.
This is a complex disease caused by a progressive accumulation of multiple genetic
mutations, combined with other factors, this it is extremely important to improve
treatment protocols and prevention. The use of functional foods and chemopreventive
compounds, seems to contribute to this process, where the possible mechanisms an
antioxidant, anti-inflammatory, anti-angiogenic and hormonal. The red pitaya presents
as a potential functional food due to reactions of its pigments as betacyanin,
betaxantinas, anthocyanins and phenolic compounds, that are involved in of this study
cancer prevention due to their antioxidant activities. In this sense, the objective of this
study is to obtain and evaluate the effect of pitaya extract on cell proliferation, cell
cycle, apoptosis and gene expression of different human breast cancer lines. Using the
MTT assay, a significant decrease in cell viability was demonstrated in MCF-7 line
after treatment with the extract. The cell cycle analysis showed that the dragon fruit
extract increased the percentage of cells in GO / G1 phase decreased and the G2 / M
phase after 24 and 48 hours of treatment. The extract also proved capable of inducing
apoptosis in MCF-7 adenocarcinoma cells and suppressed the expression of genes
BRCA1, BRCA2, and PRAB Ero. Regarding MDA-MB-435 cells was observed no
effect between treated and non-treated cells with the extract, except the MTT assay. In
this regard, dragon fruit extract showed to be an inhibitor of cell growth, cell cycle
arrest promoter and capable of increasing apoptosis in breast adenocarcinoma MCF-7,
suggesting an effect on the regulation of the expression of hormone receptors and

oncogene.

Keywords: Pitaya. Breast cancer. Antioxidant. Bioactive compounds.
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Figura17  Analise quantitativa por PCR em tempo real de diferentes genes associados a 62
progressdo do cancer, ap6s 48 horas de incubag¢do com o extrato de pitaya em
células MDA-MB-435.
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INTRODUCAO

Desde 1930 estudos epidemioldgicos tém demonstrado a relacdo entre dieta e
risco de cancer, dentre eles o de mama (HILL, 1997). Esta bem estabelecido que o
controle do peso corporal, reducdo do consumo de gordura animal e alta ingestdo de
frutas, hortalicas e grdos integrais protegem contra o cancer (HILL,1997; BELIVEAU
et al, 2007). Estudos confirmam a associacdo entre o consumo de nutrientes e
compostos bioativos presentes em frutas e hortalicas e reducdo do risco de
desenvolvimento de diversos tipos de cancer (MIGNONE et al, 2009; LEWIS et al,
2009).

Muitos estudos tém relatado as propriedades antioxidantes dos sucos de frutas e
polpas de frutas comestiveis (MOKBEL & HASHINAGA, 2006). No entanto, existem
poucas informacfes disponiveis sobre o valor medicinal e nutricional dos frutos
subtropicais, especialmente sobre as espécies mais exoticas.

Aliados aos avancos da ciéncia e ancorados na divulgacdo das propriedades
nutricionais dos alimentos e suas potenciais acbes benéficas a salude humana,
prevenindo e tratando doengas, as frutas tropicais exdéticas tém sido consideradas
promotoras da saude e pecas-chave na promogdo da qualidade de vida (MENCARELLI
et al, 2010; SUN et al, 2010).

A pitaya vermelha (Hylocereus polyrhizus) é uma fruta rustica pertencente a
familia Cactaceae, originada da Ameérica Tropical e Subtropical, que apresenta elevado
potencial funcional relacionado a pigmentos como betacianinas e betaxantinas, que
estdo envolvidos em processos de prevencdo ao cancer por possuirem atividade
antioxidante, atuando principalmente na prevencdo do melanoma (WU et al, 2006), tipo
maligno de cancer de pele, que possui elevada probabilidade de metéstases para outros
6rgaos.

Na sua composicdo, a pitaya vermelha (Hylocereus polyrhizus) é rica em
compostos fendlicos que exibem forte atividade antioxidante (VAILLANT et al, 2005).
Atualmente, grande atencdo tem sido dada a estratégias preventivas e, neste contexto, a
utilizacdo de alimentos funcionais como compostos quimiopreventivos parece
contribuir muito neste processo, atuando com mecanismos de ac¢ao anti-carcinogénicos,
antioxidantes, anti-inflamatdrios, antiangiogénicos (UPADHYAYA et al, 2007).
Embora alguns trabalhos tenham sido desenvolvidos para identificar os perfis de

compostos fendlicos e a avaliar a capacidade antioxidante na fruta (ESQUIVELA et al,
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2007), atualmente pouca atencdo tem sido dada aos extratos de cascas e polpas de
pitaya, com poucas informac6es sobre as possiveis correlagdes entre suas propriedades
quimicas e bioldgicas.

Processos diretamente relacionados ao desenvolvimento do cancer como
proliferacdo celular, apoptose, angiogénese, metabolismo de carcindgenos,
diferenciagdo celular, regulacdo hormonal, reparo do DNA e inflamagdo podem ser
influenciados por componentes bioativos dos alimentos, por meio da regulagdo da
expressao génica (DAVIS & MILNER, 2007; KOK et al, 2008).

Algumas das propriedades biofarmacologicas atribuidas a pitaya apdés a
realizacdo de estudos in vivo e in vitro incluem: atividade antioxidante (LUO et al,
2014; SUH et al, 2014; GARCIA-CRUZ et al., 2013), atividade antiviral e
antimicrobiana (STRACK et al, 2003); melhora do perfil lipidico (KHALILI et al,
2009); propriedades prebidticas (WICHIENCHOT et al. 2010), prevencdo de Doencas
Crénicas Ndo Transmissiveis (STINTZING et al, 2004; STINTZING et al, 2002,
WICHIENCHOT et al, 2010), efeito antiproliferativo e como agente anticancerigeno
(AZIZ & NOOR, 2010). Suas sementes sdo ricas em acidos graxos essenciais e
fitoesterois (ARIFFIN et al, 2009) .

A partir do exposto acima, justifica-se a realizacdo de pesquisas direcionadas ao
estudo da atividade antioxidante da pitaya vermelha e o seu efeito sobre células de
cancer de mama humano, no intuito de avaliar a implicacdo dessa fruta na prevencédo do

desenvolvimento do cancer de mama.
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1. REVISAO DE LITERATURA

2.1. COMPOSTOS BIOATIVOS

Além dos macro e micronutrientes essenciais, a dieta habitual fornece alguns
compostos quimicos, presentes em sua maioria, em frutas e hortalicas, que exercem
potente atividade bioldgica, ja comprovada por varios pesquisadores. Esses compostos
sdo chamados de compostos bioativos (CBAS) ou, algumas vezes, de fitoquimicos e
podem desempenhar diversos papéis em beneficio da saude humana (CARRATU;
SANZINI, 2005).

Existem convincentes evidéncias cientificas em favor da associacéo entre dieta e
doencas crbnicas. Baseado em tais evidéncias, diretrizes dietéticas foram formuladas ao
redor do mundo para a prevencdo de doencas cronicas tal como cancer, doenca
cardiovascular, diabetes e osteoporose (RAO; RAO, 2007).

A constatacdo de que dietas ricas em vegetais, como a da populagédo
mediterranea contemporanea e da populacdo asiatica, reduzem o risco das doencas
crénicas ndo transmissiveis (DCNT) impulsionou pesquisas que identificaram
substancias nutrientes e nao nutrientes atuantes em alvos fisioldgicos especificos e que,
dessa forma, interferem nos processos patogénicos dessas doencas.

Essas evidéncias resultaram, entre outras coisas, em mudancas nas
recomendacdes dos guias alimentares, 0s quais passaram a indicar a ingestdo de maior
namero de porcBes de frutas e de hortalicas na dieta (SABATE, 2003; LARSEN, 2003;
MINICH; BLAND, 2008). Alimentos de origem vegetal sdo fontes de energia, proteina,
vitaminas e minerais e a Unica ou principal fonte de vitamina C, folato, fibras e
compostos bioativos (CBAS), dos quais 0 metabolismo humano também é dependente.

Em um novo paradigma, a ingestdo insuficiente de CBAs provenientes de
vegetais constitui importante componente de risco das DCNT, contribuindo na mesma
magnitude do consumo excessivo de energia e de gorduras totais e saturadas na dieta.
Isso indica que os CBAs, da mesma forma que os demais nutrientes, sdo essenciais para
gue se atinja a carga completa (geneticamente determinada) de longevidade. Segundo
esse novo paradigma, as DCNT seriam doencas relacionadas também a deficiéncia de
substancias “essenciais para a longevidade” (HOLST; WILLIAMSON, 2008;
WILLIAMSON; HOLST, 2008; JACOBS; TAPSELL, 2007). O aumento da ingestdo

de &cidos graxos saturados (AGS) pela dieta favorece a ativacdo da resposta
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inflamatdria e, consequentemente, o aumento do risco para DCNT (KENNEDY et al,
2009). J& que os AGS estimulam a via de sinalizacdo do fator de transcricdo
denominado fator nuclear kappa B (NF-kB), que resulta no aumento da expressdo de
genes que codificam para proteinas envolvidas na resposta inflamatoria.

Os CBAs presentes nos alimentos podem agir de diferentes formas, tanto no que
se refere aos alvos fisiolégicos como aos seus mecanismos de acdo. A agdo
antioxidante, comum nesses compostos, por exemplo, deve-se ao potencial de dxido-
reducdo de determinadas moléculas, a capacidade dessas moléculas em competir por
sitios ativos e receptores nas diversas estruturas celulares ou, ainda, a modulacéo da
expressdo de genes que codificam proteinas envolvidas em mecanismos intracelulares
de defesa contra processos oxidativos degenerativos de estruturas celulares (DNA,
membranas).

Embora seja reconhecido que CBAs presentes na dieta atuem na manutencdo da
salde, faz-se necessario reconhecer que o efeito protetor as DCNT parece ndo se
reproduzir pela sua ingestdo isolada, na forma de suplementos. Estudos clinicos, em que
a dieta foi suplementada com [-caroteno, vitamina C ou vitamina E, mostraram que
essas substancias, isoladas da matriz alimento, ndo foram eficazes na diminuicdo de
risco a DCNT (LIU, 2004), indicando que fatores como a biodisponibilidade e a acdo
sinérgica, entre outros, atuam nesse processo.

Na dieta habitual, alguns gramas de CBAs por dia sdo ingeridos. No entanto, as
concentracdes desses compostos no organismo humano sao muito baixas — na faixa de
micromoles, o que esta relacionado a sua limitada absorcao e biodisponibilidade.

Esses compostos variam extensamente em estrutura quimica e,
consequentemente, na fungdo bioldgica, e estes apresentam algumas caracteristicas em
comum: pertencem a alimentos do reino vegetal, sdo substancias organicas e geralmente
de baixo peso molecular, ndo sdo indispensaveis nem sintetizados pelo organismo
humano e apresentam acéo protetora na salde humana quando presentes na dieta em
quantidades significativas. Em sua maioria, sdo metabdlitos secundarios e geralmente,
estéo relacionados com os sistemas de defesa das plantas contra a radiagéo ultravioleta
ou as agressoes de insetos ou patdgenos (MANACH et al, 2004).

Como existem em grande numero, eles podem ser subdivididos em grupos com
milhares de compostos distintos. Algumas substancias séo proprias de alguma espécie
ou género de plantas, outras sdo unidas por um complicado critério de classificacdo. A

Figura 1 mostra as diversas classes de compostos bioativos presentes nos alimentos.
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Figura 1. Classes de compostos bioativos em alimentos

Os CBAs podem ativar, por exemplo, as vias de sinalizacdo intracelulares
adaptativas contra o estresse oxidativo e a exposi¢do ao ambiente. Eles exercem ainda
beneficios a satde, ao menos em parte, atuando como “agentes de estresse de baixa
dose” ou pro-oxidantes, e preparam as células para resistirem as condi¢cdes mais severas
de estresse: doses baixas ativam vias de sinalizacdo que resultam no aumento da
expressao de genes, os quais codificam proteinas visando a protecdo celular.
Provavelmente, um CBA € capaz de modular uma ou duas reac@es in vivo que, como
consequéncia, afetardo diferentes processos. A inibicdo de uma Unica enzima como a
cicloxigenase (COX-2), por exemplo, afeta a inflamagdo e, consequentemente, 0
desenvolvimento de diversas DCNT. (BASTOS et al, 2009). A tabela 1 resume a
relacdo entre os diferentes CBAs, os alimentos em que estdo presentes e a acdo na
resposta inflamatoria.

Essas substancias exercem ainda outras varias a¢des do ponto de vista biolédgico,
como modulacdo de enzimas de detoxificacdo, estimulacdo do sistema imune, redugéo
da agregacdo plaquetaria, modulacdo do metabolismo hormonal, reducdo da pressdo
sanguinea, e atividade antibacteriana e antiviral (CARRATU; SANZINI, 2005).

O organismo humano é dotado de um complexo sistema de defesa, e 0s
xenobidticos, que entram no corpo, sofrem uma série de transformac6es mediadas por
enzimas. Existem basicamente dois tipos de enzimas de bio-transformacdo de
xenobidticos. As enzimas de fase I, que incluem as enzimas da familia do citocromo P-

450 dependentes de monoxigenases, geralmente sdo responsaveis pela ativacdo dos
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compostos e, por esse motivo, sao chamadas de ativadoras. E as enzimas de fase I,
como as glutationas, quinona redutase, UDP-glucuronosil transferase, dentre outras, que
possuem como principal caracteristica o poder de adicdo ou conjugacdo de cofatores
enddgenos, como glutationa, acido glucurénico, formando produtos néo toxicos e, por
essa razdo, também sdo chamadas de detoxificadoras (CHEN; ANDREASSON, 2001).

Tabela 1. Compostos bioativos presentes em alimentos envolvidos na modulacdo da
resposta inflamatéria (Adaptado de Kang et al, 2009).

Compostos bioativos Fontes alimentares Efeito na resposta
inflamatoria
Resveratrol Uvas (Vitis viniifera) COX-2, | iNOS, | JNK, |

MEK, | NF-Kappa B, | AP-
1, | PKC, | 5-LOX, | IL-6, |
IL-8, | IL-1, | Nrt2, |
VCAM-1

Curcumina Carcuma (Curcuma longa) | NF-kappa B, | AP-1, ©
PPARy, 1 Nrt2, | JNK, |
PXC, | VCAM-1, | 5-LOX, |
COX-2, | iNOS, | TNF-q, |
IL-6, | IL-12, 1 GSH-px

Genisteina Soja (Glycine max) | NF-kappa B, 1 GSH-px

Quercetina Frutas citricas, macga | NF-kappa B

Sulforafano Cruciferas | NF-kappa B

Capsaicina Pimenta vermelha (Capsicum | NF-kappa B

annum)

Indol-3-carbinol Cruciferas | NF-kappa B

Acido elagico Roma (Punica granatum) | NF-kappa B, | COX-2, |
MMP-9

6-Gingerol Gengibre (Zingiber officinale) | TNF-a, | NF-kappa B, |
AP-1, | COX-2, | iNOS, |
p38MAPK

Catequinas Cha verde (Camellia sinensis) | NF-kappa B, | AP-1, |
JNK, | COX-2, | MMP-9, |
IL-6

COX-2: ciclo-oxigenase-2; iNOS: oxido nitrico sintase induzivel; JNK: c-Jun N-terminal quinase; MEK:
MAPK quinase; NF-kappa B: fator nuclear kappa B; AP-1: proteina ativadora-1; PKC: proteina quinase
C; 5-LOX: 5-lipoxigenase; IL-6: interleucina-6; IL-8: interleucina-8; IL-1: interleucina-1; IL-12:
interleucina-12; Nrf2: fator relacionado ao E2; VCAM-1: moléculas de adesdo celular vascular-1; GSH-
px: glutationa peroxidase; PPAR-y: receptor ativado por proliferadores de peroxissomos-y; MMP-9:
metaloproteinase de matriz-9; TNF-a: fator de necrose tumoral.

Compostos bioativos podem alterar 0 metabolismo de carcinogénicos quimicos
por modificar o sistema enddgeno das enzimas descritas acima. Muitos estudos
demonstram que 0s compostos bioativos atuam como quimioprotetores, agindo na
indugdo de enzimas que metabolizam os carcindgenos, transformando-os em suas

formas menos reativas.
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Compostos bioativos atuam na reducdo da agregacdo plaquetaria e do risco de
trombose e aterosclerose, bem como nas alteragdes no metabolismo do colesterol.
Compostos sulfurados do alho e polifendlicos de uvas e vinhos tintos (procianidinas),
do cacau, do chocolate e dos chéas orientais, dentre outros, sdo importantes compostos
relacionados a esses efeitos (MANACH et al, 2004). Atuam também no controle das
concentragfes de hormonios esterdides e do metabolismo enddcrino. As isoflavonas
presentes na soja sdo uma alternativa para a terapia de reposi¢do hormonal, tendo como
efeitos benéficos a diminuicdo do risco de cancer, de doencas cardiovasculares e da
osteoporose (inibem a atividade dos osteoclastos, células Osseas responsaveis pela
reabsorcao 6ssea) (SOMEKAWA et al, 2001).

Estudos mostram que os polifendis apresentam atividade anti-inflamatoria.
Dentre os potenciais mecanismos moleculares para essas atividades, pode-se incluir a
inibicdo de enzimas relacionadas a resposta inflamatdria, como as cicloxigenases e as
lipoxigenases. (YOON; BAEK, 2005).

Vale ressaltar, que as células cancerosas devem produzir os fatores da
inflamacdo para sustentar e manter o crescimento tumoral em desenvolvimento. Elas
produzem exageradamente as mesmas substancias inflamatdrias, que desempenham o
papel natural na reparacéo das feridas (citocinas, prostaglandinas e leucotrienos), agindo
como agentes quimicos que favorecem a multiplicagdo celular. O cancer vai se servir
dessas substancias para induzir sua prépria proliferacdo e tornar permeaveis as barreiras
que o cercam.

Assim, 0 processo que permite ao sistema imunoldgico reparar lesGes e destruir
0s agentes agressores em todos os reconditos do organismo é desviado em favor das
células cancerosas, que vdo se apoderar dele para proliferar e se propagar. Gracas a
inflamacéo, elas véo se infiltrar nos tecidos vizinhos e penetrar no fluxo sanguineo e
linfatico para disseminar e originar as metastases (DE CASTRO BARRETO et al,
2011).

A ingestdo média de fitoquimicos é de aproximadamente 1 a 1,5 g/dia em uma
dieta que inclua frutas, verduras, cha e vinho tinto. Entre 0s mais importantes do reino
vegetal pode-se citar quatro grandes familias quimicas, como as substancias
nitrogenadas, as sulfuradas, as terpénicas e as mais amplamente estudadas, as fendlicas
(TOMAS-BARBERAN, 2003). Porém, os fitoquimicos presentes nas frutas pertencem,
em sua maioria, aos dois Ultimos grupos: substancias terpénicas e fendlicas. No presente

estudo daremos enfoque as substancias fenolicas.
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A atuacdo dos fitoquimicos, em especial as antocianinas, nessas diversas fases
pode estar relacionada a sua acdo antioxidante, ao aumento da resposta imune ou ainda
a modulacdo da expressdo do gene supressor tumoral. Entretanto, os estagios da
carcinogénese em que os fitoquimicos podem agir ainda ndo estdo bem estabelecidos.

Uma visdo esquematica deste processo pode ser observada na figura 2.

Célula Normal
Carcindgenos
quimicos DNA J reparo
. . Virus, Radicdo .. .
Carcinogénese N Quimioprevengdo
Errosnareplicagdo  pNA
Outros fatores dano
Iniciacao Reparo
Iniciagao celular
Promocao o N Regressao
Remissdao espontanea
Progressio Imb_ldorcs de crescimento Inibicio
Anti-promotores

Lesdes pré-malignas
(Displasia, carcinomain situ)

Cancer

Fonte: Adaptado de Singh e Gaby,
1991.
Figura 2. Visdo esquematica do processo da carcinogénese e acdo de

quimioprevencao.

2.2. COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo substancias que possuem anel aromatico com um ou
mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. Possuem estrutura
variavel e com isso, sdo multifuncionais. Ja foi detectada a ocorréncia de mais de 8000
compostos fendlicos (PEREIRA, 2011), sendo que os principais podem ser classificados
em dois grupos: os flavonoides (polifendis) e os ndo flavonoides (fendis simples ou
acidos) (MELO; GUERRA, 2002; BURNS et al, 2001).
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Esses compostos agem neutralizando e sequestrando radicais livres e também
quelam metais de transicdo. Os intermediarios formados pela acdo de antioxidantes
fendlicos sdo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico presente na
estrutura destas substancias. Os atomos de hidrogénio dos grupos hidroxila adjacentes
(orto-difendis), localizados em varias posicdes dos anéis A, B e C, as duplas ligacbes
dos anéis benzénicos e a dupla ligagdo com o oxigénio (-C=0) de algumas moléculas de
flavondides garantem a esses compostos sua alta atividade antioxidante (HRAZDINA et
al, 1970; RICE-EVANS et al, 1996).

Estudos realizados com os compostos fendlicos demonstram sua capacidade
antioxidante, assim como seu possivel efeito na prevencdo de diversas enfermidades
cardiovasculares, cancerigena e neuroldgica (HARBORNE; WILLIAMS, 2000;
SANCHEZ-MORENO, 2002). De maneira geral, a acdo benéfica dos compostos
fendlicos na saude humana vem sendo relacionada com a sua atividade antiinflamatoria
e com a atividade que impede, ndo s6 a aglomeracdo das plaquetas sanguineas, mas
também a acéo de radicais livres no organismo. Uma vez que protegem moléculas como

0 DNA, podem vir a abortar alguns processos carcinogénicos.

2.2.1. Flavonoides

Os flavondides englobam uma classe muito importante de pigmentos naturais e
tém a estrutura quimica C6-C3-C6, sendo que as duas partes da molécula com seis
carbonos sdo anéis aromaticos (Bobbio & Bobbio, 1995) interligados via carbono
heterociclico do pirano. Conforme o estado de oxidacdo da cadeia heterociclica do
pirano, tém-se diferentes classes de flavonoides: antocianinas, flavondis, flavonas,
isoflavonas, flavanonas e flavanas (CHEYNIER, 2005). Os quatro maiores grupos e

seus componentes e fontes alimentares estdo descritos na tabela 2.
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Tabela 2. Grupo de flavondides, seus componentes bioativos e fontes alimentares.

GRUPOS COMPONENTES FONTE ALIMENTAR
Apigenina Cascas de magcés
Chrisina Cerejas
Kaempferol Brocdlis
Flavonas Luteolina Peles de frutas
Miricetina Cranberries
Rufina Uvas
Sibelina Alface
Quercetina Oliva, Alho
Fisetina
Flavanonas Hesperetina Frutas citricas
Narigina Peles de frutas citricas
Naringenina
Taxifolina
Catequinas Catequina Vinho tinto
Epicatequina Chéa
Epigalocatequina galate
Cianidina Cerejas
Delfinidina Uvas
Antocianinas Malvidina Framboesa
Pelargonidina Uvas vermelhas
Peonidina Morangos
Petunidina Ch4, Peles de frutas com

pigmentos escuros

Fonte: NIJVELDT et al., 2001; BEECHER, 2003.

Dentre as flavonas, a quercetina e a miricetina sdo 0s principais componentes em
frutas, estando presente na macd, na roma, na uva e no damasco (HOLLMAN; ARTS,
2000; SCALBERT; WILLIAMSON, 2000; ROSS; KASUM, 2001; KRIS-ETHERTON
et al, 2002; POYRAZOGLU et al, 2002; TOMAS-BARBERAN, 2003; ESPIN;
TOMAS-BARBERAN, 2005). As frutas citricas sdo exemplo de fonte de flavanonas,
representada por naringenina e hesperitina e flavonas representadas por apigenina e
luteolina (TOMAS-BARBERAN, 2003; ESPIN; TOMAS-BARBERAN, 2005). A
catequina, entre as flavanas, é o composto mais frequentemente encontrado em mag4,
péra, rom4, cereja e chas (POYRAZOGLU et al, 2002; TOMAS-BARBERAN, 2003;
ESPIN; TOMAS-BARBERAN, 2005).

Dos flavondides, a antocianina é o composto mais estudado. E um grupo de
pigmentos vegetais hidrossollveis, amplamente distribuidos no reino vegetal,

encontrados em diversas frutas como o mirtilo, a amora, 0 morango, a framboesa, o0
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jamboldo, a jabuticaba, a uva, entre outras (WANG; LIN, 2000; CONNOR et al, 2002;
VIZZOTTO; PEREIRA, 2008). Seu espectro de cor vai do vermelho ao azul, ou

parpura.

-
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Fonte: MARCO et al, 2008.
Figura 3. Estrutura quimica dos principais tipos de flavonoides

2.2.2. Ndo Flavondides

Os compostos fendlicos ndo flavondides, sdo divididos em: derivados das
estruturas quimicas C6-C1 especificas dos acidos hidroxi-benzoico, galico e elégico;
derivados das estruturas quimicas C6-C3 especificas dos acidos caféico e p-cumario
hidroxicinamatos; e derivados das estruturas quimicas C6-C2-C6 especificas do trans-
resveratrol, cis-resveratrol e trans-resveratrol glicosideo (BURNS et al, 2001).Sua
atividade antioxidante esta relacionada com a posicdo dos grupos hidroxilas e também
com a proximidade do grupo —CO:zH em relacdo ao grupo fenil. Quanto mais proximo
esse grupo estiver do grupo fenil, maior sera a capacidade antioxidante do grupo
hidroxila na posi¢cdo meta (HRAZDINA et al, 1970 apud PEREIRA, 2011).

Em termos de composicao dos alimentos, fontes de &cido galico e elagico podem
ser encontradas em morango, roma e framboesa (ESPIN; TOMAS-BARBERAN, 2005,
POYRAZOGLU et al, 2002), de cumarinas em frutas citricas (FREITAS, 2000) e
resveratrol em vinho tinto, damasco e groselha negra (KRIS-ETHERTON et al, 2002;
TOMAS-BARBERAN, 2003; ESPIN; TOMAS-BARBERAN, 2005).
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2.3. PITAYA: ASPECTOS NUTRICIONAIS E FITOQUIMICOS

A fruticultura nacional tem grande potencial de expansdo, pois h& inumeras
frutas nativas e exoticas muito pouco exploradas economicamente, cujos estudos para
expandi-las, na sua maioria, estdo em andamento, como por exemplo, atemoia, mana,
canistel, mirtilo, lichia, physalis, carambola, entre outras (KISS, 2003; SILVA et al,
2002). Ha algumas décadas, essas plantas eram desconhecidas do mercado mundial,
mas atualmente ocupam um crescente nicho no mercado de frutos exoticos na Europa e
Estados Unidos, onde vém atraindo cada vez mais a atencdo de comerciantes e
consumidores, ndo s por sua exdética aparéncia, como também por suas caracteristicas
sensoriais, nutracéuticas e alto valor comercial (ESQUIVEL; AYARA-QUESADA,
2012).

O mercado brasileiro de frutas tropicais exoticas deixou de ser exclusivo de
areas rurais e expandiu-se amplamente para os centros metropolitanos (OLIVEIRA et
al, 2006).

Atualmente, observa-se um aumento na relevancia e o consumo destas frutas
cultivadas no Brasil, tanto em funcdo do valor nutricional quanto pela divulgagédo
cientifica, além do possivel efeito terapéutico em uma série de fungdes no organismo.
Dentre as espécies ndo convencionais no Brasil algumas merecem destaque como o
mangostdo (Garcinia mangostana), rambutan (Nephelium lappaceum), dovyalis
(Dovyais sp), mangostdo amarelo (Garcinia xanthochymus Hook) e a pitaya (Cereus
undatus) também se insere nesse contexto. (OLIVEIRA et al, 2006).

No Brasil, ainda sdo poucas as areas de pitaya cultivadas, o que resulta na
necessidade de importacdo da maior parte dos frutos comercializados fazendo com que
0s precos sejam elevados e ndo acessiveis as camadas mais populares da populacédo. No
Brasil a espécie H. undatus passou a ser cultivada na década de 1990, no estado de Séo
Paulo, sendo a regido de Catanduva a principal produtora, mas na década de 2000 outras
espécies do mesmo género foram introduzidas, como H. polyrhizus, e também foi
reportada uma pitaya nativa do Brasil, denominada pitaya do Cerrado (Selenicereus
setaceus) (JUNQUEIRA et al, 2002), sendo registrada também em regides de brejo de
altitude no estado da Paraiba (TORRES et al, 2009).

Atualmente, a regido Sudeste do Brasil € a principal produtora do pais, onde a
cultura da pitaya se aclimatou muito bem, com produgéo de frutos nos meses de

dezembro a maio, e produtividade média anual de 14 toneladas de frutos por hectare
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(BASTOS et al, 2006). Existem diversos plantios distribuidos no Brasil, sendo alguns
desses na regido da Chapada do Apodi, nos municipios de Limoeiro do Norte e Quixeré,
estado do Ceard, totalizando aproximadamente 15 hectares da cultura, onde as plantas
produzem frutos o ano inteiro, com pequeno decréscimo nos meses mais chuvosos, que
geralmente vao de janeiro a abril, e a producdo € comercializada nas principais redes de
supermercados de Fortaleza, capital do Estado, a precos elevados.

A pitaya é uma das principais alternativas para diversificacdo da propriedade
rural e aumento de renda do produtor. Apesar do elevado custo de implantacdo do
pomar, 0S precos cotados para a pitaya tém sido um atrativo para potenciais produtores,
especialmente no mercado internacional, onde a fruta pode atingir US$ 22,00/kg nos
EUA ¢ € 19,90/kg na Alemanha, embora no Brasil o valor maximo de R$ 60,00/kg
também seja um atrativo (OLIVEIRA et al, 2006).

A planta que produz a fruta denominada pitaya € uma cactacea originada da
América Tropical e Subtropical e pertence ao grupo de frutiferas consideradas
promissoras para cultivo. Até ha pouco tempo, essas frutiferas eram desconhecidas e,
recentemente, representam um crescente nicho no mercado de frutas exoéticas. No
Brasil, essas frutas sdo procuradas, ndo so pelo exotismo da aparéncia e sabor, como
também por suas caracteristicas organolépticas (OLIVEIRA et al, 2006).

A pitaya é uma fruta rdstica, pertencente a familia Cactaceae, sendo conhecida
mundialmente como "Fruta-do-Dragao”. De acordo com a espécie, seus frutos podem
apresentar caracteristicas diversificadas, como formato, presenca de espinhos, cor da
casca e da polpa, refletindo em alta variabilidade genética (JUNQUEIRA et al, 2007).

De acordo com Le Bellec, Vaillant & Imbert (2006) a pitaya pode ser agrupada
em quatro géneros botanicos: Stenocereus Briton & Rose, Cereus MiLL., Selenicereus
(A. Beger) Riccob e Hylocereus Briton & Rose. A variabilidade das espécies esta
relacionada, principalmente, com o tamanho e coloracao dos frutos e tempo de producéo
(MARQUES, 2010). As especies mais encontradas e comercializadas sdo: Selenicereus
megalanthus, pitaia amarela de polpa branca, conhecida como “pitaia colombiana”
(Figura 4C); Hylocereus polyrhzius, pitaia de casca e polpa vermelha (Figura 4B);
Hylocereus undatus, pitaia vermelha de polpa branca (Figura 4A) (DONADIO, 2009).
A espécie Selenicereus setaceus, também conhecida como pitaia do cerrado, é
comumente encontrada no Brasil, apresenta frutos pequenos com espinhos (Figura 4D)
(JUNQUEIRA, 2002).
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Fonte: Moreira et al. (2011).

Figura 4. Aspecto do fruto e da polpa da pitaia branca (Hylocereus undatus) (A); pitaia
de polpa e casca vermelha (Hylocereus polyrhzius) (B); pitaia amarela (Selenicereus

megalanthus) (C) e pitaia do cerrado (Selenicereus setaceus) (D).

No Brasil é comum serem encontradas, em estagio nativo no Cerrado e Caatinga
nas especies do género Selenicereus e Hylocereus. As espécies de pitaya mais
cultivadas no mundo séo a pitaya de casca vermelha (Hylocereus undatus) e a de casca
amarela (Selenicereus megalanthus) (MIZRAHI et al, 1997; NERD et al, 2002).

Apesar de ser uma fruta rustica, que se aclimata com facilidade, requer uma
adubacdo rica em matéria organica e nutrientes, tais como nitrogénio, potassio e fosforo
(ORTIZ-HERNANDEZ, 2000). O nitrogénio é requerido durante o crescimento
vegetativo até o pré-florescimento por estimular a emissdo de raizes e brotagdes
(LUDERS et al, 2004), o potassio esta relacionado a translocacdo de carboidratos e
regulacdo da abertura e fechamento dos estdmatos (MARENCO; LOPES, 2011;
DUARTE, 2013) e o fosforo é necessario para a formacdo do fruto (MARENCO;
LOPES, 2011).

O fruto da pitaia € uma baga, tamanho médio, formato globuloso e subglobuloso,
apresentando coloracdo externa verde quando imatura e amarela ou vermelha quando
madura. O fruto é coberto por bracteas e algumas espécies apresentam espinhos em sua

casca (NERD; MIZRAHI, 1999). A polpa apresenta cores que variam do vermelho-
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purpura brilhante ao branco, com inUmeras sementes escuras comestiveis que se
encontram distribuidas por toda a polpa. A colheita do fruto, geralmente, ocorre quando
atinge a maturacdo completa em torno de 30 a 35 dias apds a antese (abertura da flor)
(CANTO, 1993).

Do ponto de vista nutricional (Tabela 3) a pitaia (Hylocereus sp.) ndo apresenta
um conteudo diferenciado se compararmos com outras frutas, principalmente com frutas
tropicais, mas se destaca com sabor e textura de polpa com sua grande quantidade de
sementes, lembrando um pouco o kiwi (Actinidia deliciosa) e as especulacdes sobre seu
conteddo de compostos bioativos.

Contém muita umidade, poucos lipidios, e juntamente com outros alimentos,
podem auxiliar para uma dieta equilibrada nutricionalmente, mas o que chama a atencao
para indmeros estudos € a quantidade de compostos bioativos, principalmente
pigmentos e compostos fendlicos, geralmente relacionado com a defesa do vegetal.

Esses compostos bioativos, tais como vitaminas, compostos fendlicos e
pigmentos, sdo em sua maioria metabolitos secundérios, que geralmente, estdo
relacionados com os sistemas de defesa das plantas contra a radiacdo ultravioleta ou as
agressdes de insetos ou patdgenos, mas que nos seres humanos, em baixas
concentragdes, desempenham um importante papel de protecdo como agentes
antioxidantes, capazes de retardar ou inibir a oxidagdo de diversos substratos
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000; MANACH et al, 2004). Os compostos fenolicos
estdo entre as mais difundidas classes de metabdlitos secundarios, sendo conhecidos
pela sua grande importancia no sistema de defesa das plantas, onde a maioria dos
estudos relaciona esses compostos com estresse metabélico, parede celular e exsudatos
de raizes e sementes (MANACH et al, 2004). Os compostos fendlicos fazem parte da
composicdo de pigmentos das flores, agindo na protecdo constitutiva contra pragas,
funcionam como moléculas sinais e atuam como compostos alelopéaticos, sendo
componentes estruturais e funcionais da matéria organica do solo (SIQUEIRA et al,
1991) e que nos organismos Vvivos atuam como quelantes de metais de transicdo. Nestes
pigmentos naturais encontram-se 0s do grupo dos flavonoides, carotenoides e
antocianinas que proporcionam uma alta capacidade antioxidante (RICE-EVANS,
1996).

Dentre os pigmentos presentes nas pitayas encontram-se as betalainas, que séo
compostos N-heterociclicos sollveis em agua, localizados principalmente nos vacuolos

das plantas. As betalainas se dividem em dois grupos distintos, as betacianinas e
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betaxantinas (WYBRANIEC et al, 2007; CAI et al. 2005). As betacianinas apresentam
geralmente cor vermelho-plrpura e as betaxantinas cor amarelo-alaranjado, e compdem
diferentes cores em flores e frutos. Dentre suas propriedades funcionais, as betalainas
sdo identificadas como um forte antioxidante natural (STRACK et al, 2003;
TESORIERE et al, 2004; NETZEL et al, 2005).

Tabela 3. Componentes nutricionais encontrados em 100g de polpa de pitaia vermelha
(H. polyrhizus).

Umidade 85,52' g
Proteina 1,06'g
Carboidratos 12,34'g
Lipidios 0,21g- 0,61%g
Fibra Bruta 0,34'g
Cinzas 0,36'g
Acido Ascérbico (Vitamina C) 0,009°g

TOLIVEIRA et al. (2010); “JAAFAR et al. (2009).

Assim como ocorre com outras frutas provenientes de cactos, a pitaya tem
propriedades que ajudam o processo digestivo. As pitayas tém uma grande quantidade
de pigmentos vermelhos do grupo das betalainas, compostos estes com propriedades
antioxidantes e que estdo associados a menor incidéncia de cancer e ataques cardiacos.
Vaérios estudos recentes tém demonstrado os efeitos plurifarmacoldgicos (bactericida,
antiviral,  antialérgico,  antitrombético,  anti-inflamatério,  anticarcinogénico,
hepatoprotetor, vasodilatador), despertando grande interesse principalmente por sua alta
prevaléncia nas dietas, j& que sdo compostos onipresentes nos vegetais (CHEYNIER,
2005; SOOBRATTEE et al, 2005).

Estudos mostraram que o extrato de polpa de pitaya vermelha, maca e manga
apresentaram maior atividade antioxidante comparado as cascas, sendo a quantidade de
compostos bioativos associados a elevada atividade antioxidante (WU et al, 2006;. KIM
et al, 2010).

Como a pitaya encontra-se entre as frutiferas tropicais pouco conhecidas, porém
com elevado potencial para os mercados interno e externo, deve haver intensificagdo
das pesquisas, visando principalmente a obtencdo de informacdes sobre os compostos
bioativos presentes nessa fruta, para que as mesmas informem a populagcdo em geral

sobre a utilizagdo da pitaya na prevencdo de doencas cronicas ndo transmissiveis, tais
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como cancer, entre outras. Os trabalhos desenvolvidos no Brasil com a pitaya ainda séo
incipientes. Portanto, hd necessidade de estudos sobre a determinacdo de compostos
bioativos presentes nessa fruta, que fornecam a populacdo em geral informacdes sobre a
utilizacdo dessa fruta na prevencdo de doencas cronicas ndo transmissiveis, tais como
cancer, entre outras.

Uma abordagem completa sobre a atividade bioldgica de extratos de pitaya em
modelos de cancer deve envolver o estudo da sua biodisponibilidade, englobando a
absorcdo e metabolismo, junto com os mecanismos de ativacdo dos compostos em
questdo. Atualmente, somente uma pequena parte dos estudos foi adequadamente
estudada neste ponto de vista.

Algumas frutas vém sendo descobertas recentemente como uma alternativa aos
cultivos tradicionais que estdo sofrendo, ndo apenas a perda de competitividade e
rentabilidade, como também em algumas regides as opc¢des produtivas nas zonas rurais
estdo se extinguindo e se restringindo. No entanto, existe uma variedade de produtos
agricolas cujo conhecimento é limitado e seus niveis de produgdo e consumo sao
comparativamente modestos podendo ser chamados de comercialmente néo
tradicionais, os quais podem ser definidos como o conjunto de produtos agricolas
nativos ou exoticos, de uma determinada regido manifestada pela rica biodiversidade e
que sdo pouco conhecidos nos mercados pelos consumidores.

Nesse contexto, a pitaya assume destaque no cenario das frutas exoticas devido
ao seu sabor doce e diferenciado e o alto valor nutricional e funcional. Isso desperta o
grande interesse do mercado consumidor, tanto interno quanto externo, em consumir
esta fruta exotica. Isso € interessante, principalmente, para os produtores que visando o
lucro podem faturar com o quilo da fruta que varia de dez a oitenta reais. Mediante o
potencial da pitaya para a fruticultura ndo convencional brasileira e a necessidade de
disponibilizar informages cientificas e técnicas aos produtores, € Util a intensificacao
das pesquisas para que se possa obter um vasto conhecimento em relagdo ao presente

assunto.

2.4. COMPOSTOS BIOATIVOS X CANCER

O consumo de compostos bioativos, presentes em frutas e vegetais, auxilia na
prevencdo de processos degenerativos diminuindo a incidéncia e a taxa de mortalidade

por cancer ou doencas cardiovasculares, por exemplo. A prevencdo que as frutas e 0s
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vegetais promovem contra estas patologias tem sido atribuida a acdo de antioxidantes
presentes nestes alimentos (YEN et al, 2001).

O céncer, inclusive o de mama, é uma doenca complexa causada por um
acumulo progressivo de mutacdes genéticas multiplas, combinada a outros fatores. O
Instituto Nacional de Cancer (INCA) mostrou que a incidéncia do cancer de mama tem
aumentado com a urbanizacdo que é caracterizada pelo aumento do consumo de
alimentos industrializados, reducdo da atividade fisica e mudangas no comportamento
reprodutivo. Estudos evidenciam também a associacdo do cancer de mama com 0
excesso de peso corporal (COOPER, 1993; GREENWALD et al, 2001). Isso sugere a
importancia da alimentacdo na prevencao desse processo patoldgico. Tendo em vista
que, o cancer de mama € um problema de satide mundial, a melhoria nos protocolos de
tratamento e prevencao € de extrema importancia.

Atualmente, grande atencdo tem sido dada a estratégias preventivas e, neste
contexto, a utilizacdo de alimentos funcionais com compostos quimiopreventivos parece
contribuir muito neste processo, atuando com mecanismos de agdo anti-carcinogénicos,
antioxidantes, antiinflamatdrios, antiangiogénicos (PALOZZA et al, 2002; NAZARIAN
et al, 2010).

A pitaya tém recentemente atraido muita atencdo, ndo s6 por causa da sua
notavel cor e valor econdmico, mas também pelas suas propriedades fisioldgicas (LI et
al, 2003; CHEN; HE, 2007). Alguns autores relataram diversos beneficios a salde,
incluindo a quimioprevencdo do cancer, acao anti-inflamatoria e efeitos antidiabéticos,
com reducdo no risco da mortalidade de doencas cardiovasculares (STINTZING et al,
2002; COS et al, 2004), bem como propriedades antioxidantes conferidas pelo seu
conteddo de betacianina (WYBRANICE; MIZRAHI, 2002).

A capacidade de um composto ou alimento em inibir a proliferacdo das células
cancerigenas é um fator desejavel na progressdo do cancer. A funcdo de nutrientes
antioxidantes na etiologia do cancer continua em discussdo, visto que estes nutrientes
possuem importante funcdo estrutural e atuam como cofatores de diversas enzimas
(BARGELLINI et al, 2003). Asmah et al (2008) relataram que as polpas de H.
polyrhizus (pitaya vermelha) e H. undatus (pitaya branca) sdo ricas em polifendis e
apresentam elevado potencial antioxidante. Somado a isso, demonstraram que o extrato
etanolico da polpa de pitaya vermelha mostrou-se um promissor antioxidante, com

efeitos anti-proliferativos na linhagem HeLa (linhagem de adenocarcinoma humano de
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cancer cervical). Outro estudo mostrou ainda que a pitaya vermelha mostrou
citotoxicidade em células metastaticas de cancer bucal (MENON et al, 1995).

Diferencas de atividade antiproliferativa podem ainda variar dependendo da
forma de utilizacdo do alimento e das partes utilizadas no preparo dos extratos
potencialmente bioativos. Extratos da polpa de pitaya branca e vermelha mostraram
elevada atividade antiproliferativa nas linhagens de cancer AGS (carcinoma humano
géastrico) e MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano), sendo estes efeitos superiores a
casca. Neste estudo, observou-se uma correlacéo direta entre o conteddo fenolico e o
efeito antioxidante dos extratos, mas nao foi observada correlacdo entre a atividade
antioxidante e atividade antiproliferativa. (KIM et al, 2010)

Outro estudo revelou que componentes da casca da pitaya apresentaram forte
inibicdo na proliferacdo de células cancerosas de melanoma (B16F10), sendo este efeito
maior para a polpa quando comparado a casca. Os resultados indicaram que a polpa e a
casca eram ricos em polifendis e boas fontes de compostos antioxidantes (WU et al,
2006). Estes resultados sugerem que tanto a polpa como a casca, da pitaya branca e
vermelha, podem ser ingredientes Uteis nas areas de alimentos, cosmética, aplicacdes
nutracéuticas, e farmacéutica.

Uma sequéncia programada de acontecimentos leva & eliminagéo de células sem
causar danos adjacentes aos tecidos, sendo 0 processo de apoptose o responsavel por
manter as células saudaveis, eliminando o excesso ou células anormais. Alteracdes na
coordenacao desse tipo de morte celular estdo implicadas na tumorigénese. Apesar da
enorme variabilidade do cancer, evidéncias demonstram que a resisténcia a apoptose €
uma das caracteristicas mais marcantes da maioria dos tumores malignos. A apoptose na
pratica clinica é alvo para um potencial uso terapéutico da morte celular programada ou
para a compreensdo dos mecanismos de resisténcia a radioterapia e a gquimioterapia
(GRIVICICH et al, 2007).

Muitas sdo as moléculas envolvidas no controle das vias de ativacdo da
apoptose, dentre estas, as proteinas antiapoptéticas e pré-apoptoticas, além das caspases.
As caspases (cysteine-dependent aspartate-specific proteases) pertencem a familia das
cisteinas proteases (possuem uma cisteina no sitio ativo) que tém a capacidade de
reconhecer e clivar substratos que possuam residuos de aspartato. As caspases sinalizam
para a apoptose e clivam esses substratos levando a condensagdo e fragmentacao
nuclear, externalizagdo de fosfolipidios de membrana que irdo sinalizar para estas

células serem fagocitadas por macrofagos. Sdo conhecidas 14 caspases humanas, sendo

33



que seis (caspases -3, -6, -7, - 8, -9, -10) participam da apoptose. As caspases -1, -4,-5, -
11, -12, -13, -14 estdo envolvidas na maturacdo de citoquinas, e sua contribuigdo na
apoptose permanece ndo esclarecida (BOATRIGHT; SALVESEN, 2003).

Caspases promovem apoptose por: (a) indugdo de enzimas destrutivas, como
DNases; (b) liberacdo de citocromo C via Bcl-2 proteinas da familia; e (c) destruicdo
das principais proteinas estruturais e regulatorias (SLEE et al, 2001).

O extrato etandlico de antocianinas, substancias presentes na pitaya, mostrou
induzir apoptose significativamente em células de ratos epiteliais esofagicas neoplasicas
junto ao aumento da expressao de caspases 3 e 7. Estes dados estdo de acordo com
outros estudos, indicando que a indugdo de apoptose é um mecanismo de acdo potencial
quimiopreventivo (HOU et al, 2004; LAZZE et al, 2004).

O controle do ciclo celular € um dos outros fatores determinantes nos processos
de desenvolvimento de células, diferenciacdo celular e tumorigénese. As células
cancerosas normalmente perdem a capacidade de regular o ciclo celular e de controlar
seu indice de proliferacdo. Um passo limitante no ciclo celular, que é frequentemente
ndo regulado em células cancerosas, € a progressdo de células pela primeira fase do
ciclo (G1) (DIEHL et al, 2003).

Extratos de pitaya mostraram inibir significativamente o crescimento do cancer
em células PC3 (cancer de préstata humano), Bcap-37 (cancer de mama humano), e
MGC-803 (cancer gastrico humano. O trabalho também mostrou a alta capacidade
antioxidante do extrato (LUO et al, 2014).

Um dos grandes desafios na prevencao e tratamento do cancer de mama é a
descricdo dos mecanismos de acdo destes compostos bioativos, visto que carcinomas de
mama com respostas negativas a receptores de estrogénio ndo respondem a terapia
hormonal, fazendo com que o seu tratamento eficaz seja muito dificil (ESHRE, 2004).
Uma das estratégias é ativacdo de uma ou mais vias de acdo nas células cancerosas
como forma de garantir uma resposta mais efetiva destes compostos no tecido tumoral.
Estudos recentes relataram estudar a acdo de antocianinas sobre os ativadores dos
receptores proliferadores dos peroximas y (PPARy), como um potencial alvo para a
prevencdo e tratamento do cancer em humanos. Varios estudos tém sugerido que as
antocianinas presentes em extratos botanicos podem modificar o metabolismo da
glicose e dos lipideos com aumento de transcricdo dos PPARs levando a uma reducgéo
de fatores de risco para diabetes, doencas cardiacas e cancer (PANIGRAHY et al, 2002;
OSAWA et al, 2003).
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Os trabalhos desenvolvidos no Brasil e no mundo com a pitaya ainda sao
escassos, tendo sua participacdo como alimento funcional ainda limitada. Portanto, ha
necessidade de mais estudos sobre a utilizacdo dessa fruta na prevencdo de doencas

cronicas ndo transmissiveis, tais como cancer.

2.5. CANCER DE MAMA

O termo “cancer” ¢ utilizado para designar um conjunto de mais de 100 doencas
comumente caracterizadas pelo crescimento descontrolado e pela proliferacdo de células
anormais (INCA/MS, 2013).

Acredita-se que o acumulo de alteracbes genéticas e epigenéticas sejam
responsaveis por determinar a progressdao de células normais, através de estagios
hiperplésicos e displasicos, em um céncer invasivo e, finalmente, em uma doenga
metastatica (GARNIS et al, 2004).

O céancer de mama € a neoplasia mais comum entre as mulheres e a forma mais letal
para 0 sexo feminino, sendo a causa mais frequente de morte associada ao cancer em
mulheres no mundo (BRISKEN; O’MALLEY, 2010; OMS, 2013).

Dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA), validos para o ano de 2014,
estimam incidéncia de aproximadamente 580 mil novos casos de cancer. Destes, sdo
esperados 57.120 casos de cancer da mama.

A carcinogénese mamaria é caracterizada por varios estagios, incluindo imortalidade
celular, hiperplasia, tumorigenicidade e invasividade (MEDINA, 1996). Os eventos que
conduzem a malignidade levam a mudancas nos processos celulares, como proliferacdo
celular, apoptose e angiogénese, resultando na aquisicdo de fendtipo maligno
(GALVAO et al, 2011).

As primeiras lesdes estruturalmente evidentes constituem as hiperplasias
intraductais, nas quais o epitélio apresenta alteracdes em sua estrutura, mas nao atipia
citoldgica, contendo poucas alteracdes genéticas. Tais hiperplasias avangam a um estado
de atipia celular e ocluséo dos ductos, resultando em um carcinoma intraductal in situ
(CIS). Neste, a atipia ¢ mais evidente e ha um aumento significativo da atividade
mitotica epitelial e das alteracdes genéticas. O processo progride a carcinoma
localmente invasivo (CI), no qual a membrana basal € rompida e as células epiteliais
invadem o estroma circundante, com possibilidade de metastase para varios 6rgaos,

como pulmdes, 0ssos e figado (TLSTY et al, 2004).

35



No cancer de mama ndo € o tumor primario que causa a morte das pacientes,
mas sim a distribuicdo de células tumorais a distancia, as chamadas metéstases
(WEIGELT et al, 2005). Os principais alvos de metéstase nesse tipo de cancer sdo 0s
0ss0s, pulmdes, figado e cérebro. Portanto, estes orgdos, quando acometidos, sdo
responsaveis pela alta taxa de mortalidade (ARTACHO-CORDON et al, 2012). Ainda
ndo é possivel avaliar o risco de metastases, e por causa disso, mais de 80% das
pacientes com cancer de mama recebem terapia adjuvante. No entanto, 40% destas
apresentam recidiva e morte em decorréncia das metastases (WEIGELT et al, 2005).

As taxas de incidéncia de cancer de mama também s&o influenciadas, dentre
outros fatores, pelo género, idade, historia reprodutiva da mulher, predisposic¢éo
genética (mutagdes nos genes BRCAL e BRCAZ2), doenca benigna prévia, estilo de vida
e exposicdo da mama a radiacdo (TRICHOPOULOS et al, 2008). Mulheres que
apresentam mutacdo nos genes BRCA1 e BRCA2 tém 85% de chance de desenvolver
cancer de mama antes dos 70 anos de idade (INCA, 2010). De fato, as taxas de
incidéncia de cancer de mama aumentam rapidamente até os 50 anos e, posteriormente,
0 mesmo se da de forma mais lenta. Essa mudanca no comportamento desta taxa é
conhecida na literatura como "Clemmesen’s hook™ e tem sido atribuida ao inicio da
menopausa. Alguns estudos apontam para dois tipos de cancer de mama relacionados
com a idade: o primeiro tipo, que acomete 90% dos tumores, ocorre na idade da pré-
menopausa e é caracterizado por ser mais agressivo e negativo para o receptor de
estrogénio (RE), isto é, que ndo depende do RE para o crescimento das células. O
segundo, ocorre na idade da pds-menopausa e apresenta-se RE-positivo, podendo ser
efetivamente tratado por inibicdo da funcdo do RE, uma vez que RE é importante para o
crescimento dessas células. As variagcbes morfolégicas dos tumores também estdo
relacionadas ao RE, como por exemplo, os carcinomas medulares sdo RE -negativos,
enquanto que os carcinomas tubulares e lobulares apresentam um fen6tipo ER-positivo.
Com relagdo aos carcinomas medulares, pode-se dizer ainda que eles estdo associados
as mutacBes no gene BRCAL e sdo mais frequentes em popula¢des de baixo risco, como
as japonesas. Por outro lado, os carcinomas tubulares e lobulares tém associa¢do com as
mutagdes do gene BRCA2 e sdo mais comuns em populagdes de alto risco, como a dos
Estados Unidos (INCA, 2010; CHAN et al, 2008).

O céancer é uma doenca originada a partir de trés fatores preponderantes: 0s
fatores ambientais, fatores hereditéarios e a pré-disposicdo genética (quando h& um risco

mais elevado para o familiar de um doente desenvolver a doenca, do que para a
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populacdo em geral) (NIGRO et al, 1989). Contudo, alguns estagios devem ser
percorridos até que o cancer se instale, destacando-se a indugdo, promocdo e
progressdo. O estagio da “indugdo” ¢ caracterizado pela instabilidade genomica que leva
a lesdo no DNA, podendo induzir a mutacdes. Essa alteracdo gendmica ocorre por
varios fatores, dentre eles: rearranjos cromossomicos, radiacdo ultravioleta, agentes
quimicos e virus oncogénicos. Todos estes fatores poderdo gerar uma mudanca
irreversivel do genotipo da célula normal progenitora, produzindo uma célula
“iniciada”. O segundo estagio consiste na ativagdo de oncogenes ou inibicdo de genes
supressores do tumor e ¢ denominado “promoc¢ao”. Um exemplo ¢ o do gene p53 que na
sua forma ndo mutada é um gene supressor de tumor e as células neste estagio sdo
denominadas “transformadas” (NIGRO et al, 1989). Embora o surgimento do cancer
ocorre quando a célula perde o controle no seu processo de multiplicacdo passando a
fazé-la de forma desordenada e acelerada, o0 motivo pelo qual a célula perde o equilibrio
no seu desenvolvimento ainda ndo esté totalmente esclarecido (WEINBERG, 2008). O
ultimo estagio da carcinogénese é chamado de “progressdo”, onde ha mudangas do
microambiente celular com o objetivo de manter o processo maligno e a capacidade de
gerar metastases. Durante esta fase, sdo geradas condi¢cdes para o crescimento das
células imortalizadas, tais como producio de fatores de crescimento e citocinas (PETEN
et al, 1990).

Duas teorias tentam explicar a origem dos carcinomas mamarios. Em uma delas,
0 cancer de mama tém sua origem em uma célula unica do epitélio glandular mamario
que adquire uma ou mais mutacdes em genes que controlam programas essenciais,
como proliferacdo, morte e diferenciagdo celular. Por apresentar vantagem seletiva, a
célula transformada é selecionada e passa por uma expansdo clonal, sendo que cada uma
de suas celulas-filha tem o potencial de adquirir novas alteracdes moleculares. A
progressao da neoplasia continua até a formagdo de uma massa tumoral com assinatura
de expressdo génica especifica. Os sucessivos eventos de alteracdo molecular, selecdo e
expansdo clonal levam a um acumulo de modificacbes genéticas e epigenéticas,
induzindo a progressdo tumoral (AXELROD et al, 2006).

No modelo da célula-tronco de cancer (cancer stem cell - CSC), os tumores séo
organizados em uma hierarquia celular em que as células-tronco séo as unicas células
com potencial de proliferacdo ilimitada e com a capacidade de impulsionar o
crescimento e progressdo tumoral. Segundo esse modelo, 0s canceres se originam a

partir da transformacdo maligna de uma célula-tronco adulta. Isto leva a expansdo
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clonal das células progenitoras que sofrem outras alteracdes geneticas e/ou epigenéticas
para se tornarem totalmente transformadas. Dessa forma, 0s tumores contém um
componente celular que retém as propriedades fundamentais de células-tronco que
iniciam e conduzem a carcinogénese (CHARAFE-JAUFFRET et al, 2009).

As hiperplasias epiteliais de mama sdo caracterizadas pela proliferacdo de
células epiteliais para o interior de ductos ou lI6bulos mamaérios e sdo classificadas com
base no padrdo citoldgico e de crescimento arquitetural das células. Os mais incidentes
sdo o do tipo ductal, o qual corresponde a cerca de 80% dos tumores diagnosticados, e
os lobulares, com aproximadamente 15% (BOMBONATI; SGROI, 2011).

O carcinoma de mama in situ constitui um conjunto de lesdes da mama
caracterizado pela proliferacdo epitelial maligna restrita aos ductos ou l6bulos mamarios
e, portanto, totalmente limitadas pela ldmina basal (SCHMITT; GOBBI, 2006). O grupo
dos carcinomas invasivos € caracterizado por uma profunda heterogeneidade
histomorfoldgica e clinica (BOMBONATI; SGROI, 2011) e inclui todos os carcinomas
mamarios que infiltram o estroma, independentemente da coexisténcia de componente
in situ. O carcinoma ductal invasivo € o tipo mais frequente de cancer de mama e
apresenta comportamento agressivo (SCHMITT; GOBBI, 2006).

O tratamento do cancer de mama sofreu varias mudangas nas ultimas décadas
devido a descoberta de biomarcadores especificos de diagndstico e progndstico que
permitem a aplicacdo de terapias individualizadas para os diferentes subgrupos
moleculares. Estes subgrupos mostram diferencas especificas em relacdo ao
comportamento clinico-bioldgico (WEIGEL; DOWSETT, 2010). Alguns exemplos de
genes envolvidos no processo da tumorigénese da mama e que sdo usados como
marcadores moleculares de diagndstico sdo os receptores de horménios esteroides
(receptor de estrogénio - RE e receptor de progesterona - RP), o oncogene ERBB2 e 0
gene supressor de tumor p53 (0 qual algumas vezes é denominado Trp53 em
camundongos ou TP53 em humanos) (HARRIS, 1996).

O estrogénio € um hormonio esteroidal que atua como estimulo proliferativo em
células normais dos o6rgdos proliferativos, sendo considerado um estimulante para a
iniciacdo e promogdo de tumores nestes 6rgdos (FABIAN; KIMLER, 2007). O grau de
expressdo do RE é, sem ddvida, o mais importante marcador molecular no céncer da
mama, uma vez que fornece o indice de sensibilidade ao tratamento endocrino e esta
relacionado a uma variedade de caracteristicas histoldgicas nesse tipo de cancer.

Tumores de pacientes que apresentam RE positivo, 0s quais correspondem a cerca de
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80% dos casos de cancer de mama, utilizam o hormonio estrégeno como o principal
estimulo de crescimento. Por este motivo, o RE é alvo direto das terapias hormonais,
sendo a auséncia ou presenca da sua expressdao um ponto decisivo no tratamento
(WEIGEL; DOWSETT, 2010). Sabe-se que boa parte das pacientes que apresentam
resisténcia aos tratamentos adjuvantes se da, em parte, pela inativacdo do gene que
codifica para RE (ESR1) por metilacdo da sua regido promotora. Este dado tem sido
descrito para diferentes populacbes (MIRZA et al, 2009), inclusive em pacientes
brasileiras (RAMOS et al, 2010).

O gene do RP (PGR) também tem papel fundamental da tumorigénese do cancer
de mama promovendo a proliferacdo celular. Este receptor pode ser expresso tanto em
tecidos normais quanto em neoplasicos (LIU et al, 2004). A perda de expressdo de RP e
RE constitui um potencial mecanismo de resisténcia a terapia hormonal e, em ambos os
casos, a inativacdo da expressdo desses genes por mecanismos epigenéticos tem um
importante papel neste contexto (LIU et al, 2004; DUNNWALD et al, 2007).

O gene ERBB2 é altamente expresso em aproximadamente 20% a 25% dos
carcinomas ductais de mama (COUTURIER et al, 2008) e codifica para a proteina
denominada HER2. Em geral, mulheres com carcinoma invasivo HER2 positivo
possuem uma doenga mais agressiva, com pior prognostico e maior probabilidade de
recidiva, com sobrevida global menor quando comparadas com as mulheres HER2
negativas (HENRY; HAYES, 2006; WEIGEL; DOWSETT, 2010). Entretanto, a
superexpressdo de HER2 em tumores primarios de mama beneficia as pacientes com a
terapia anti-HER2 (WEIGEL; DOWSETT, 2010), que consiste no anticorpo
monoclonal Herceptin® (trastuzumab) que se liga ao HER2, impedindo a sinalizacéo de
crescimento (CARTER et al, 1992).

O gene p53 apresenta-se mutado em 80% dos canceres humanos, além de ser o
gene mais frequentemente mutado. A p53 tem como funcdo fisioldgica a regulacdo do
ciclo celular podendo promover a interrupgdo do mesmo ou a apoptose em resposta ao
dano no DNA (YOUNG; ANDERSON, 2008). Nas células de canceres, a p53 induz a
apoptose pela via intrinseca associada a mitocéndria (CHEN et al, 2009). Além disso, a
p53 tem um papel chave na regulacdo do consumo de glicose por induzir a ativagao
sistematica de muitas vias devido, por exemplo, ao aumento de transportadores de
glicose, estimulando a glicolise, ou por afetar a biogénese mitocondrial (JOSEPH et al,
2004). Os efeitos da p53 na glicolise podem ser afetados pela proteina TIGAR

(regulador da apoptose e da glicolise estimulado pela p53), a qual inibe 0 metabolismo
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de glicose por diminuir os niveis de frutose 2,6- bifosfato na célula (BENSAAD et al,
2006). Entretanto, este efeito modulador negativo da glicélise somente acontece quando
a p53 ndo estd mutada, ou seja, em aproximadamente 20% dos casos neoplasicos, como
ja descrito anteriormente.

Além dos oncogenes, uma outra caracteristica de extrema relevancia nos
canceres de mama, que sdo mais comuns em mulheres, é que estes podem ser
triplamente negativo para o estrogénio receptor, deixando de expressar esses receptores
ou o receptor ficando negativo. Esses receptores se ligam ao estrogénio, um hormonio
ovariano, que promove a proliferacéo e o crescimento celular (MONROE et al, 2005). O
estrogénio afeta o desenvolvimento e diferenciacdo da glandula maméria mediada por
seus receptores (LINDBERG, 2010). Ja foi demonstrado que cerca de 66% dos canceres
mamarios expressam o receptor de estrogénio (RE). Os REs medeiam as acbes do
estrogénio, aumentando a transcricdo de genes ou diretamente através da ligacdo aos
elementos do DNA responsivos ao estrogénio (ERES) nas regides de controle do
estrogénio (ou SERM) dos genes alvos ou através de precursores alternativos
envolvendo interacGes reguladoras com a transcricdo de outros fatores (MONROE et al,
2005; LINDBERG, 2010). Ha dois tipos de RE: o0 REa ¢ o REB. A proliferacdo ¢ a
progressdo do cancer de mama séo conduzidas por REa ¢ a maioria das células, pelo
menos inicialmente, expressam este receptor. Ao contrario, o REpP nao esta relacionado
com a tumorigénese e sua auséncia pode afetar o desenvolvimento da glandula
mamaria. A expressio de REP estd associada com tumores menos invasivos e
proliferativos (LINDBERG et al, 2010). As linhagens de cancer de mama podem ser
agrupadas em REa-positivas ¢ REa- negativas. O grupo REa-positivo (que engloba a
linhagem celular MCF-7) pode ser efetivamente tratado pela inibigdo da fungdo do REa,
como pelo tamoxifeno. J& o grupo REa-negativo (que engloba a linhagem MDA-MB-
435) é altamente invasivo, sendo resistente ao tratamento baseado em antagonistas de
REa (CHAN et al, 2008, LINDBERG et al, 2010).

Somando-se os fatores ja citados e devido ao seu estdgio avancado de
desenvolvimento e suas propriedades metastaticas, o carcinoma mamario € considerado
um tumor humano de crescimento acelerado (PEDERSEN, 1978; ZU; GUPPY, 2004).
A grande maioria das linhagens tumorais que apresentam um crescimento rapido possui
um metabolismo energético notavelmente modificado se comparadas com os tecidos de
origem, como observado em tumores das glandulas mamarias (MCF-7, MDA-MB-435,
MDA-MB-231) (MAZUREK et al, 1997).
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As linhagens utilizadas no trabalho sdo derivadas de carcinoma de mama. A
linhagem MDA-MB-435 ndo expressa receptores hormonais, apresenta alto potencial
metastatico e alta tumorogenicidade. Esta linhagem tem morfologia estrelada e ¢
considerada célula epitelial mesenquimal (LACROIX et al, 2004) (Figura 5).

Figura 5. Imagem microscopica das células MDA-MB-435 em baixa e alta densidade
(Adaptado de American Type Culture Collection - ATCC).

el

Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100pm

Figura 6. Imagem microscopica das células MCF-7 em baixa e alta densidade
(Adaptado de American Type Culture Collection - ATCC).
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A linhagem celular epitelial MCF-7 apresenta receptores de estrogénio e
progesterona e baixo potencial metastatico. No tratamento de um tumor maligno
sensivel a hormdnios, se o receptor é bloqueado, o crescimento celular pode ser inibido
(ALKHALAF, 2003). Esta linhagem tem morfologia fusiforme e sdo consideradas
luminais (LACROIX et al, 2004) (Figura 6).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral:

O presente trabalho tem como objetivo a obtencdo de extrato de pitaya e a
avaliacdo da sua atividade antioxidante e antitumoral em linhagens celulares humanas

de cancer de mama.

3.2. Especificos:

1 — Produzir extrato de casca e polpa de pitaya e avaliar a atividade antioxidante
da fruta e do extrato produzido.

2 - Avaliar o efeito do extrato de pitaya sobre a proliferacdo das linhagens
MDA-MB- 435 e MCF-7 em diferentes tempos de incubacéo.

3 — Verificar o efeito do extrato de pitaya no ciclo celular das linhagens MDA-
MB-435 e MCF-7.

4 - Avaliar os efeitos do extrato de pitaya sobre o processo de morte celular em
linhagens cancerosas humanas de mama.

5- Avaliar se o0 extrato de pitaya regula a expresséo de receptores hormonais e de

oncogenes em modelos in vitro de linhagens de cancer de mama.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencgédo das amostras

As amostras de frutas in natura de pitaya foram obtidas diretamente de um
produtor de Petropolis, no Rio de Janeiro. Foram colhidos manualmente e
cuidadosamente transportados sob refrigeracéo (4°C) para o Laboratério de Bioquimica
Nutricional da Faculdade Federal do Estado do Rio de Janeiro — UNIRIO. No
laboratdrio, os frutos foram higienizados e as partes deterioradas foram removidas e
descartadas, e em seguida foram cortados transversalmente em trés partes para a

remocao da polpa, casca e semente.

4.2. Preparo dos Extratos

Os extratos da fruta in natura foram obtidos a partir de 2g de amostra (polpa e
casca de pitaya vermelha) com a adicdo de 10mL de etanol absoluto P.A. e
homogeneizacdo em vértex por aproximadamente 2 minutos. Apés esta etapa, a solugédo
foi colocada em banho com agitacdo durante 60 minutos. Em seguida, as amostras
foram filtradas a vacuo com papel de filtro quantitativo e avolumadas em bal6es
volumeétricos de 25 ml com agua destilada. Os filtrados foram acondicionados em tubos
de ensaio para posteriores analises.

O extrato liofilizado de pitaya foi preparado conforme metodologia adaptada
descrita por Rocha et al (2007). Foi obtido a partir de 50g de amostra (polpa de pitaya),
com a adicdo de 50 ml de etanol, e avolumada em baldo volumétrico de 100 ml com
agua destilada. ApoOs esta etapa, houve a homogeneizacdo em voértex por
aproximadamente 2 minutos e posteriormente sofreu agitacdo por meio de banho com
agitacdo durante 60 minutos. A solucdo foi filtrada a vacuo com papel de filtro
quantitativo Whatman n°. 1 e colocada em um baldo para a etapa de retirada completa
do solvente em rotaevaporador (Marconi®) a 60° C por 2 horas. Apés o procedimento,
o material foi congelado a 0°C por 24 horas. Posteriormente, seguiu para o liofilizador,
no qual permaneceu por 72 horas. Em seguida, foi acondicionado em frasco ambar e

congelado a -20°C, para posteriores analises.

4.3. Determinagéo de antocianinas
A determinagdo de antocianinas totais seguiu a metodologia de Lees & Francis

(1972). Pesou-se 1 g de polpa, casca e extrato produzido em um Becker envolto com
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papel aluminio, transferindo em seguida as amostras para um baldo volumetrico de 50
ml (sem filtrar) e aferiu-se o volume com a solucdo extratora (solucdo de etanol 95% +
HCL 1,5N previamente preparada (85:15)). O baldo foi envolvido com papel aluminio e
apos permanecer por 21 horas em refrigerador (4°C), o material foi filtrado para um
Becker, envolto também com papel aluminio, lendo-se logo em seguida em
espectrofotdbmetro, com comprimento de onda de 535nm, com os resultados expressos
em mg.100 g * de amostra e calculados através da férmula: fator de diluicdo x
absorbancia/98,2. O zero ou branco foi feito somente com a solucéo extratora (solugédo
de etanol 95% + HCI 1,5N (85:15) (v/V)).

4.4, Determinacdo de compostos fendlicos totais

A andlise de compostos fenolicos totais dos extratos foi realizada de acordo com
0 método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton & Rossi
(1965), utilizando o acido galico como padrdo. A determinacdo foi realizada usando
aliquotas de 0,1 mL a 1 mL dos extratos obtidos anteriormente, que foram transferidas
para tubos de ensaio e adicionado 2,5 mL do reagente Folin Ciocalteau, diluido em agua
1:10. A mistura permaneceu em repouso de 3 a 8 minutos. Em seguida foi adicionado 2
mL de carbonato de so6dio 4% e os tubos deixados em repouso por 2 horas, ao abrigo da
luz. A absorbancia foi medida em espectrofotometro (Turner TM®) a 760nm. Uma
amostra em branco foi conduzida nas mesmas condi¢des e os resultados dos compostos
fenolicos totais foram expressos em equivalente de acido galico, com base em uma

curva de calibracdo de acido galico com concentracdes variando de 5 a 20ug/ml.

4.5 Avaliacéo da atividade sequestrante do radical DPPH

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Brand-Williams 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, os extratos de
pitaya foram adicionados para reacdo com o radical estavel DPPH em uma solugéo de
metanol. Na forma de radical, o DPPH possui uma absorcdo caracteristica a 515 nm, a
qual desaparece apés a reducdo pelo hidrogénio arrancado de um composto
antioxidante. A redugdo do radical do DPPH foi medida através da leitura da
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absorbancia a 515 nm em 100 min de reacdo. A atividade antioxidante foi expressa de
acordo com a Equacdo 1 de Mensor et al. (2001), descrita abaixo:
%AA =100 -{[(Absamostra — Absbranco) X 100] / Abscontrole}

4.6. Ensaio da Capacidade de Absorcdo do Radical Oxigénio — ORAC
(Oxygen Radical Absorption Capacity)

A extracdo e determinacéo da atividade antioxidante total pelo método ORAC
seguiu a metodologia descrita por Ou et al. (2001), com modificagdes. Em um tubo
eppendorf, pesou-se 0,1g de polpa de pitaya liofilizada, adicionando-se 1ml de solugéo
tampdo fosfato (75mM, pH 7.4) . Para a realizacdo das leituras, foram feitas diluicGes,
de 10mg/ml, 5mg/ml, 2mg/ml, Img/ml e 0,5mg/ml , a partir da solucéo descrita acima
de 100mg/ml em solucdo tampéo fosfato.

A microplaca contendo a amostra foi incubada por 15 minutos a 37°C, antes da
injecdo automatica do AAPH (2,2’-azinobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto). A
fluorescéncia foi medida imediatamente ap6s a adicdo do AAPH e as medicOes
foram entdo monitoradas a cada 5 min até que a intensidade relativa
de fluorescéncia (F1%) fosse inferior a 5% do valor inicial da
leitura. Diante disso, o tempo de leitura das amostras foi de 147 minutos, utilizando o
programa Wallac 1420 do equipamento espectro fluorimetro VICTOR multilabel
contador (Perkin-Elmer, EUA), com filtros de fluorescéncia para uma excitagdo com
comprimento de onda de 485 nm e um comprimento de onda de emissao de 535nm. As
medidas foram realizadas em triplicatas.

Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de 100 uL do branco (Tampéao
fosfato), de cada concentracgdo da curva do padréo Trolox (5 uM, 20 uM, 40 uM, 80 uM
e 160 puM) de cada diluico da amostra, para uma microplaca preta de 96 pogos,
colocando-se cada concentracdo em um poco distinto, em ordem crescente de
concentracdo e no sentido em que o equipamento realizava as leituras, conforme a
Figura 7. Foram utilizadas trés repeticfes para o branco, para cada concentracdo da

curva e para cada concentragcdo da amostra.
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Figura 7. Esquema de preparacdo da microplaca para leitura

Foram adicionados 100 pL de solucédo de fluoresceina (78 nM) em cada poco da
placa. Em seguida, houve a injecdo automatica de 50ul da solucdo de AAPH (221nM) e
a microplaca foi agitada pelo proprio aparelho, para a mistura dos compostos. A leitura
foi iniciada imediatamente. Para realizacdo do ensaio, foram adicionados 100 pL de
amostra ou padréo (Trolox) + 100 uL de Fluoresceina (78 nM) + 50 uL da solucgdo de
AAPH (221 mM), perfazendo um volume total de 250 uL em cada pogo da microplaca.

O valor ORAC é calculado pela éarea sob a curva de emissdo da fluorescéncia,
que sera proporcional a concentracdo de Trolox. A partir dos valores das intensidades ao

longo do tempo, calcula-se a area sob a curva (AUC) utilizando-se a seguinte equacao:

AUC= (0,5+fs/fo +f10/fo +...¥ fres/fo) X5

Onde fo= leitura inicial da fluorescéncia com 0 min e f,= leitura da

fluorescéncia no tempo n.
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Em seguida, calcula-se a AUCnet, que corresponde a AUC menos a AUC do

branco.

AUCnet= AUC padrdo — AUC branco

Utilizando-se o programa GraphPad Prism 5.0, plotou-se os valores medios da
AUCnet obtidos no eixo Y e as respectivas concentragdes da curva do padrao Trolox (5
uM, 20 uM, 40 uM, 80 uM e 160 uM) no eixo X (Figura 8), exibindo a equacéo da reta.

Y=ax+b
1.0x1098 -
y=469365x+3469000
8.0x10°7 - R’=0,9999
T 6.0x10°7 -
c
O
2 4.0x10°7 4
2.0x10°7 4
OO L] L] L] 1
0 50 100 150 200
Conc. Trolox (uM)

Figura 8. Exemplo da Curva AUCnet versus concentracdes de Trolox.

Substitui-se na equacdo da reta y pelos valores da AUCnet obtidos para as
diferentes concentragdes da amostra analisada, obtendo-se o valor de x correspondente
em uM Trolox. Multiplicou-se o valor obtido pelo fator de diluicdo feito nos extratos

(FD) para obtencdo das seis concentracdes diferentes da amostra.

Valor (ORAC)=AUCnet-b x FD
a

Onde:
Valor (ORAC): uM de equivalentes de trolox por grama de amostra (uM Trolox/g)

AUCnet: Area sob a curva da amostra analisada corrigido.
b: Intercep¢éo da curva de calibracdo padréo (Trolox).

a: Inclinacdo da curva de calibragdo padrdo (Trolox).

FD: Fator de diluicao utilizado.
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4.7. Atividade antioxidante total pelo método de reducgdo do ferro — FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power)

Para a determinagdo da atividade antioxidante por meio da reducdo do ferro
(FRAP) foi utilizada a metodologia descrita por Benzie & Strain (1996), com algumas
modificagdes. Esta se baseia na medida direta da habilidade dos antioxidantes
(redutores) da amostra em reduzirem, em meio 4acido (pH=3,6), o complexo
Fe**/tripiridiltriazina (TPTZ), para formar Fe**, de intensa cor azul e absorcdo méxima a
593nm. O reagente FRAP foi preparado no momento da anélise, através da mistura de
20 ml de tampéo acetato (300 nM, pH 3,6), 2,0 ml de TPTZ (10mM TPTZ em 40 mM
HCI) e 2,0 ml de FeCl; (20mM) em solucdo aquosa. Para realizacdo do ensaio, foram
adicionados 20 uL de amostra, 20pL do padrdo (sulfato ferroso), e 20pL do branco
(dgua Mili-Q) + 180 puL do reagente FRAP que foi injetado automaticamente pelo leitor
de microplacas VICTOR multilabel contador (Perkin-Elmer, EUA) perfazendo um
volume total de 200 puL em cada pogo da microplaca. As medidas foram realizadas em
triplicata. A curva de calibragcdo foi feita com sulfato ferroso (50-750pumol/L) e o0s
resultados foram expressos em pmolFe®*/L.

4.8. Cultura de células e protocolo de tratamento

As linhagens de carcinoma de mama (MCF-7 e MDA-MB-435) foram obtidas a
partir do Banco de células do Rio de Janeiro (Universidade Federal do Rio de Janeiro -
UFRJ, Brasil). As linhagens celulares foram cultivadas em meio Dulbecco’s
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 2 g/L tampao HEPES, pH 7,4, sob
atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Para cada experimento, todas as células foram
semeadas em concentracdo de 1.0 x 10* células/cm? em placas de 06 e 96 pogos, para
analises de ciclo celular e proliferacdo celular, respectivamente. Apds 24 horas, as
células foram incubadas com meio de cultura padrdo com 2,5-1000 mcg/mL de extrato
de pitaya previamente liofilizado e diluido em 1ml de PBS. Grupos controle foram
incluidos em cada placa. Os tempos de incubacgédo estudados foram de 24 e 48 horas

apos o inicio do tratamento.
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4.9. Ensaio de viabilidade celular pelo ensaio de MTT

A viabilidade celular foi determinada pelos ensaios de MTT (brometo de 3-
[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-tetraz6lio), conforme descrito por Mosmann
(1983). Foram plaqueadas 1.0 x 10* células/poco em placas de 96 pocos que, 24
horas depois, foram incubadas com diferentes concentracdes de extrato de pitaya,
que variavam de 2,5 a 1000 mcg/mL. Ap6s 24 h e 48 h de incubagdo, foram
adicionados 10 pL de MTT (5g/L) em cada pogo. O meio foi, entdo, recolhido depois
de 4 h de incubacdo e 100 pL/poco de dimetilsulféxido (DMSO) foram adicionados,
a fim de dissolver o produto gerado. Por fim, a placa foi lida em leitor de
microplacas (Bio-Rad 2550, USA) a 570nm. A taxa de inibicdo da proliferacéo
celular (CPIR) foi calculada com base na férmula: CPIR = (1 — valor médio do grupo

experimental / valor médio do grupo controle) x 100%.

4.10. Medida da viabilidade celular com o emprego do azul de Trypan

Para a realizagdo dos experimentos de citotoxicidade, bem como para a
manutenc¢do das células vidveis em estoque, foi estimado o numero de células viaveis
com o uso do corante azul de Trypan. O fundamento desse método baseia-se na
observacao de que células viaveis sdo impermeaveis ao referido corante, ao passo
que as células ndo viaveis apresentam permeabilidade, devido a formacdo de poros
na membrana, o que permite a penetracdo do corante e assim as células ndo viaveis
exibem coloracdo azul apds tratamento (KONOPKA et al, 1996). Para a realizacéo
do ensaio, as células foram plaqueadas e ap0s atingirem 50% de confluéncia, em
média 24 horas ap6s o plaqueamento, o meio foi retirado e, entdo, adicionou-se ao
meio diferentes concentracdes de extrato de pitaya. Posteriormente a essa etapa, foi
realizada a leitura em tempos distintos, as células foram coletadas através de
tripsinizacdo e adicionou-se a suspensdo de células o corante Azul de Trypan na

proporcao 1:3. Foram contadas células viaveis na camera de Neubauer.

4.11. Ensaio de ciclo celular
A andlise de ciclo celular foi realizada utilizando ensaio com iodeto de
propidio. As células foram ressuspendidas em 500 pL de solucéo fria de Vindelov
(VINDELOV, 1977), contendo 0,1% de Triton X-100, 0,1% de RNase e 50 pg/mL
iodeto de propidio (Sigma). Apos incubacgdo por 15 minutos, a suspenséo celular foi

analisada para conteddo de DNA em citdmetro de fluxo (FACScalibur BD

50



Biosciences). Apos a aquisicdo de 20000 eventos, os dados foram analisados em
software Cell Quest. As células com conteido menor de DNA que G1 na distribuigéo
do ciclo celular foram contadas como células hipodipldides (sub-fase G1). A
percentagem de populacdo de células em uma fase especifica foi estimada com
WinMDI 2.9.

As proporgdes relativas de células com conteddo de DNA indicativo de
apoptose (<2n), fase G0-G1 (2n), fase S (fase> 2n mas <4n), e fase G2/M (4n) foram
adquiridos e analisados utilizando CellQuest. A percentagem de populagéo de células

em uma fase especifica foi estimada com o auxilio do software WinMDI 2.9.

4.12. Ensaio de apoptose

Para avaliacdo de apoptose, as células em estudo foram submetidas a marcacéo
com anexina V conjugada a FITC (BD Pharmigen, San Diego, EUA). As células foram
ressuspendidas em 400 pL de solugdo tampéo do kit Il de deteccdo de apoptose (BD
Pharmigen), 5 puL de anexina V FITC e 5 pL de iodeto de propidio por 15 minutos em
temperatura ambiente. A leitura foi realizada em citémetro de fluxo (FACScalibur BD
Biosciences), apds a aquisi¢do de 20000 eventos e, os dados analisados em software
Cell Quest.

4.13. Andlise de expressdo génica

4.13.1. Extragdo do RNA total

O RNA total das células foi isolado utilizando-se 1 mL de TRIZOL Reagent
(Invitrogen, USA) e incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente para a destruicdo
da membrana celular e nuclear e liberacdo dos acidos nucléicos. Ap6s o periodo de
incubacéo, as suspensdes foram transferidas para um tubo eppendorf seguidas da adicéo
de 200 pL/tubo de cloroférmio gelado. As amostras foram homegeneizadas durante 15
segundos, incubadas por 3 minutos a temperatura ambiente e centrifugadas a 12.000
rpm por 15 minutos a 4 °C. Apb6s o término da centrifugagdo, o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo onde foram adicionados 500 pL de alcool isopropilico
gelado. As amostras foram incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente e

centrifugadas a 14.000 rpm por 20 minutos a 4 °C. Os precipitados foram lavados com
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1.000 pL de etanol 75% gelado e centrifugados a 7.500 rpm por 5 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi aspirado e os tubos foram colocados em uma centrifuga a vacuo por 3
minutos para secar o precipitado. Uma vez secos, 0s RNAs foram solubilizados com 50
uL de H,O tratada com dietilpirocarbonato (DEPC 0,1 %, Invitrogen, USA) contendo 1
pL de inibidor de RNase (40 U/dL; Invitrogen, USA). A integridade e qualidade do
RNA total extraido das amostras foram analisadas por espectrofotdmetro Nanodrop
ND-1000 V 3.2 (Nanodrop Technologies, INC., USA) (OD260/280).

Para evitar uma possivel contaminacdo com DNA na extracdo de RNA total,
prévia a transcricdo reversa, as amostras foram tratadas com a enzima
Deoxiribonuclease | (DNase | 124 U/dL, Invitrogen, USA). Esta enzima cliva DNA de
fita simples e dupla que contém extremidades 5’ fosfato. As amostras foram incubadas
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Apds este periodo, a enzima foi inativada
pela adicdo de 1 dL de 25 mM de EDTA e incubadas por 10 minutos a 65 °C.

4.13.2. PCR em tempo real para quantificacéo relativa da expressao dos genes

Uma vez obtido o RNA total das células e tratado com a DNase I, foi realizada a
reacdo de transcricdo reversa para a sintese da primeira fita de DNA complementar
(cDNA) para subsequente PCR, utilizando-se a enzima Superscript Il (Invitrogen, USA)
e Oligo-dT12-18 (Invitrogen, USA). Para cada reacdo foram utilizados 100 ng de RNA
total, 0,5 pL da enzima Superscript 11 (200 U/uL; Invitrogen, USA), 0,2 pL de Oligo
uT, 4,5 uL de DTT (0,1 M; Invitrogen, USA), 4,5 uL de dNTPS (100 mM; Invitrogen,
USA), 4,5 pL de MgCI2 (50 mM), 9 uL de tampéo da enzima (5x; Invitrogen, USA),
completando 45 pL de solucdo de reacdo. O cDNA foi utilizado como modelo para a
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT — PCR). O RT - PCR quantitativo
foi realizado em um termociclador Step One Plus®, da Applied Biosystems®©,
utilizando fluorocromo SYBR Green (Applied Biosystems), de acordo com as
instrucGes do fabricante. O nivel de expressdo de mMRNA de ERBB2, GSTM1, BRCAL,
BRCA2, Era, PRAB, foi normalizado com o nivel de expressido de B-actina e GADPH.
Para avaliar a qualidade dos produtos RT-PCR foi realizada uma curva de analise (curva
de Melting) ap6s cada ensaio. A curva de Melting confirma a especificidade da reacdo,
indicando o ponto correspondente a temperatura de dissociacdo dos primers especificos
para as sequéncias-alvo que estdo sendo pesquisadas. A expressdo relativa foi
determinada com base no método delta delta Ct (AACt), tendo o rRNA de B-actina e

GADPH como genes de referéncia.
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4.14. Anélise Estatistica

Os dados apresentados serdo médias e (+) desvio padrdo de dois experimentos
independentes feitos em triplicata (n=6). Os dados experimentais obtidos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas através do teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa GraphPad Prism 4.0 e

Statistical 6.0.
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5. RESULTADOS
5.1. Compostos bioativos presentes no extrato de pitaya

Na Tabela 4 encontra-se, a atividade antioxidante do extrato de pitaya avaliada por
trés métodos distintos: sequestro de radicais livres do DPPH, capacidade de absor¢éo do
radical oxigénio (ORAC) e atividade antioxidante por meio da reducdo do ferro
(FRAP). Além disso, apresenta-se nesta tabela o coeficiente de regresséo linear (R?)
obtido em cada método utilizado.

A curva de calibracdo que relaciona a concentragdo do extrato de pitaya com a
respectiva area do pico consiste numa representacdo grafica de um coeficiente de
determinagéo (R?), que permite uma estimativa da qualidade da curva. Deste modo, a
linearidade do método foi expressa pelo coeficiente de determinagéo (R?) (FDA, 2001).

Para os trés métodos em estudo, o extrato foi analisado em concentracfes que
variaram de 0,5 mg/ml a 10 mg/ml. Todos os ensaios foram conduzidos em triplicata e
até o término da reacdo.Tal como se pode observar pelos valores de R? obtidos, pode-se
afirmar que existe uma boa linearidade nos métodos ORAC e FRAP, sendo os valores
superiores a 0,95.

Tabela 4. Atividade antioxidante da pitaya vermelha avaliada por diferentes métodos

0,5 1 2 5 10 R®
Método DPPH
(% reducao) 19,59+0,72 21,51+0,54 33,05+0,32 73,01+0,38 83,99+0,30 0,8892
Método ORAC
(UM) 43,80+1,90 58,8+2,2 140,5+1,9 560,0+48,9 1079,70+75,20  0,9943

Método FRAP
(umol) 201,51+11,62 476,36+22,84 909,20+68,46 1698,64+33,17 2519,36+53,99 0,9621

Concentragdes: 0,5; 1; 2; 5; 10 mg/ml;
Resultados expressos em media + desvio padrao.

Uma vez alcancgada a estabilizacdo da absorbancia, o tempo maximo da reacéo
(30 minutos) foi utilizado para andlise da atividade antioxidante do extrato. O extrato
hidroalcodlico da polpa da pitaya mostrou que, mesmo em baixas concentracdes, ha
grande capacidade na reducdo do radical DPPH. A concentracdo maxima testada (10
mg/ml) apresentou uma porcentagem redutora de 83,99 (+£0,35) sobre o radical (tabela
4).
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Ao analisar a atividade antioxidante do extrato pelos métodos FRAP e ORAC,
observou-se que, houve um aumento significativo da atividade antioxidante com o
aumento da concentracdo, corroborando com os resultados observados quando avaliados
pelo DPPH. Pelos métodos trés métodos utilizados, a concentracdo que apresentou o
maior potencial redutor foi a de 10 mg/ml. O método ORAC foi o que apresentou
melhor linearidade de resposta de acordo com o aumento da concentracdo (R?= 0,9943)
(Tabela 4).

Como pode ser observado na Figura 9, o extrato da polpa de pitaya apresentou
maior teor de antocianinas totais do que a casca e a polpa fresca (p<0,05), o que

também foi observado em outros estudos, devido a forte coloragdo da polpa.

100+
™
(=]
(=]
= BO-
[=]
E
w
T 60
L
w
@ 40
=
5 a
S 20
b b
< r—====—1
0 T T
POLPA CASCA EXTRATO

Figura 9. Antocianinas totais da polpa, da casca e extrato de pitaya vermelha em
mg/100g. Os resultados s&o expressos como média + desvio-padrdo de trés
experimentos. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (One-way ANOVA, com

pos-teste de Tukey, p<0,05)

5.2. Viabilidade celular

5.2.1. Viabilidade celular avaliada pelo ensaio de MTT
O ensaio de MTT foi utilizado para monitorar a viabilidade celular. Na linhagem
celular MDA-MB-435, foi possivel observar que o extrato de pitaya modificou o perfil
de crescimento celular ap6s 24 e 48 horas de tratamento (p>0,05), ndo havendo
diferenga estatistica nas menores doses utilizadas (p<0,05) (Figuras 10A e 10B).
Entretanto, o extrato promoveu um efeito mais pronunciado nas concentracgdes de 500 e

1000 mcg/mL com 20% de reducdo maxima na viabilidade celular (Figura 10).
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Figura 10. Efeito do extrato de pitaya (2,5-1000 mcg/mL) sobre a viabilidade celular de
células MDA-MB-435 apo6s 24 horas (A) e 48 horas (B) de tratamento. Os dados
representam média + desvio padrdo, n = 3, *p < 0.05 versus grupo controle (Teste de
Tukey).

O extrato de pitaya mostrou efeito inibitério na viabilidade celular, em
comparagdo ao grupo controle, na linhagem MCF-7 ap06s 24 e 48 horas de tratamento.
Inicialmente, ap6s 24 horas de tratamento as menores doses utilizadas de extrato ndo
modificaram o perfil de crescimento celular (p>0,05) (Figura 11A). Entretanto, notou-se
que nas concentracdes mais elevadas (250-1000 mcg/mL) ocorreu uma reducdo média
de 25,15% na viabilidade celular. Ap6s 48 horas (Figura 11B), em contato com o
extrato de pitaya, constatou-se que até mesmo as menores doses utilizadas foram
capazes de promover uma reducdo no percentual destas células, com redu¢do minima e
maxima de 29,33% e 40,22% nas concentracbes de 2,5 e 1000 mcg/mL,

respectivamente (Figura 11B).
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Figura 11. Efeito do extrato de pitaya sobre a viabilidade celular de células MCF-7
apos 24 horas (A) e 48 horas (B) de tratamento. Os dados representam média + desvio
padrdo, n = 3, *p < 0.05, **p < 0.01 versus grupo controle (Teste de Tukey). Células
MCF-7 visualizadas em microscopico ndo tratadas (CT) e apds tratamento com duas
concentracdes do extrato de pitaya por 48 horas (C).

5.2.2. Viabilidade celular avaliada usando azul de trypan

A fim de avaliar o potencial inibitério do extrato de pitaya sobre as linhagens
MCF-7 e MDA-MB-435, realizou-se o0 ensaio de Azul de Trypan. Na linhagem MCF-7,
apos 24 e 48 horas de tratamento, observou-se uma reducdo no nimero de células
viaveis, quando comparado ao grupo controle. Notou-se, ainda, que este efeito foi mais
pronunciado apds 48 horas de incubagdo na concentra¢do de 1000 mcg/ml (p<0,01). O
extrato de pitaya promoveu uma inibi¢cdo em torno de 30% na dose 500 mcg/ml e 50%
na dose de 1000 mcg/ml para este tipo de celular com tempo de incubacéo de 24 horas,
houve diferenca estatistica entre as doses utilizadas (p<0,05). Ja com o tratamento de 48
horas, foi possivel observar uma reducdo em torno de 50% para a primeira dose e em
torno de 80% para a segunda dose, houve diferenca significativa entre as doses
(p<0,05). Na linhagem MDA-MB-435, foi possivel observar que 0 extrato nao
modificou o nimero de células viaveis apds 24 e 48 horas de tratamento (p>0,05).
Constatou-se, ainda, que na dose de 1000 mcg/ml, a reducdo do nimero de células foi
mais pronunciada e ndo houve diferenca significativa entre as doses utilizadas (p>0,05)
(Figura 12).
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Figura 12. Efeito do extrato de pitaya sobre a viabilidade celular de células MCF-7 e
MDA-MB-435 apds 24 horas (A) e 48 horas (B) de tratamento, usando azul de trypan.
O experimento é expresso em média + desvio padrdo, sendo diferencas significativas
entre as células ndo tratadas (CT) e as tratadas com extrato de pitaya (500 e 1000
mcg/ml) comparadas pelo teste de Tukey (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

5.2.3. Unidade formadora de col6nia (UFC)
O extrato de pitaya mostrou efeito inibitério no perfil de crescimento celular
apos de 18 dias de incubacdo (p<0,05). A pitaya promoveu uma inibicdo em torno de
50% na menor dose e aproximadamente 70% na maior dose, havendo diferenca

estatistica entres as doses (p<0,05) (Figura 13).
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Figura 13. Formacdo de colonias de células MCF-7. O numero de colbnias foi
determinado depois de 18 dias de cultura em DMEM suplementado com extrato de
pitaya em concentragdes de 500 e 1000 mcg/ml. O namero de colbnias formadas foi
detectada por solucdo de cristal violeta. O experimento € expresso em média = desvio
padrdo, sendo diferencas significativas entre as células ndo tratadas (CT) e as tratadas
com extrato de pitaya (500 e 1000 mcg/ml) comparadas pelo teste de Tukey (*p < 0,05;
**p < 0,01) (A). Células MCF-7 ndo tratadas (CT) e tratadas com extrato de pitaya (500
mcg/ml e 1000 mcg/ml) apds 18 dias de tratamento (B).

5.3. Efeito do extrato de pitaya no ciclo celular e apoptose

Com o objetivo de avaliar a influéncia do extrato de pitaya no ciclo celular das
linhagens de adenocarcinoma de mama humano, estas foram incubadas durante 24 e 48
horas com o extrato de pitaya e, posteriormente, foram quantificados o percentual de
celulas nas diferentes fases do ciclo celular (Figura 14 e Tabela 5).

Ap0s 24 e 48 horas, foi possivel observar que o extrato de pitaya foi capaz de
produzir um aumento da proporcao de células da linhagem MCF-7 na fase GO/G1 e uma
diminuigdo de células na fase G2/M, ndo havendo diferenca significativa (p>0,05) entre
as diversas concentracOes estudadas (Figura 14 e Tabela 5).

Corroborando com os dados de proliferacdo celular, ndo foi identificada
nenhuma alteracdo na distribuicdo das células da linhagem MDA-MB-435 nas
diferentes fases do ciclo celular, quando as mesmas sofreram tratamento com extrato de
pitaya por 24 e 48 horas.
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Figura 14. Efeito do extrato de pitaya na progressao do ciclo celular de linhagens de
adenocarcinoma de mama apds 24 e 48 horas de tratamento. O experimento é expresso
em média + desvio padrdo, sendo diferencas significativas entre as células ndo tratadas
(I) e as tratadas com extrato de pitaya 500(11) e 2000(I11) mcg/mL comparadas pelo teste

de Tukey (*p <0,05).

Tabela 5. Efeito do extrato de pitaya (500-1000 mcg/mL) na progressdo do ciclo celular
em diferentes linhagens humanas de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-435) ap6s

24 e 48 horas de tratamento.

Fase do

Linhagem Tempo . Controle 500 mcg/mL 1000 mcg/mL
Ciclo Celular
Go/G, 59.59+0.16 63.47+2.07* 65.02+0.23*
24h S 1691+1.20 14.03%£0.61 14.80 + 2.36
MCE-7 G./M 19.28 £ 1.87 19.77 £ 1.42 17.48 £ 3.22
Go/G, 58.49+045 6540+1.10* 69.61 + 3.90*
48h S 16.45+0.55 10.63+0.25 13.64+£1.71
G,/IM 22.28+0.93 20.19+0.04* 15.66 + 3.72**
Go/Gy 62.30+1.12 61.99+1.99 61.60 + 0.64
24h S 14.84 £0.43 1493 £0.24 14.87 £0.51
Go/M 1990+1.29 19.83+2.04 18.88 + 0.68
MDA-435 Go/G; 69.64+1.18 70.64+0.80  70.01+1.85
48h S 11.88+0.89 11.30+0.62 11.50 £ 0.53
G,/M 15.17 £1.03 15.52 £ 0.52 15.76 £ 0.83

Teste de Tukey: *p<0.05, **p<0.01

Os dados sobre a influéncia do extrato de pitaya no processo de apoptose das
diferentes linhagens celulares encontram-se na figura 14. Na linhagem MDA-MB-435,
apos 24 e 48 horas de incubacdo com extrato de pitaya, ndo foi observado nenhuma
alteracdo no percentual de células em apoptose, quando comparadas as células nédo

tratadas (p>0,05) (Figura 15).
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Figura 15. Taxa de aumento relativo de apoptose nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-
435 tratadas com extrato de pitaya apds 24 e 48 horas. O experimento € expresso em
média * desvio padrdo, sendo diferencas significativas entre as células ndo tratadas () e
as tratadas com extrato de pitaya 500(I1) e 1000(I11) mcg/mL comparadas pelo teste de
Tukey (*p <0,05).

Na avaliacdo do processo de apoptose induzida pelo extrato de pitaya, foi
verificado um aumento do percentual de células apoptéticas com taxa de aumento
relativo de 2,1 vezes quando comparados ao grupo nao tratado nas concentracfes mais
altas (500 e 1000 mcg/mL) apds 24 e 48 horas de tratamento na linhagem MCF-7,

corroborando com os dados de ciclo e proliferagéo celular.

5.4. Expressao génica

Para estabelecer possiveis vias de sinalizacdo pelas quais a pitaya possa estar
envolvida, em relagdo a progressdo tumoral nas células estudadas, foi investigado o
perfil de expressdo génica relacionado ao cancer de mama nas células tratadas com
extrato de pitaya apos 48 de incubacdo (Figura 16). Foi possivel observar que o extrato
de pitaya regulou negativamente a expressao dos genes BRCA 1, BRCA 2, PRAB ¢ Era
na linhagem MCF-7.

Na linhagem MDA-MB-435 nenhum dos genes sofreu regulacédo pela acéo do

extrato de pitaya (Figura 17).

61



HE CT
—/3 500mcg/mi

2.0 Em 1000mcg/mi
1.5
1.0
0.5

*
0.0
ERBB2 GSTM1  BRCAlL  BRCA2 PRAB ERa

MCF 7

-0.54
-1.04

-1.5+

Expresséao relativa de mRNA
(aumento em relacdo ao controle)

-2.0-

Figura 16. Perfil de expressdo génica em células cancerosas da mama humana.
Andlise quantitativa por PCR em tempo real de diferentes genes associados a
progressao do cancer, ap6s 48 horas de incubacdo com o extrato de pitaya. Niveis de
transcrigdo de RNA dos genes B-actina e GADPH foram utilizados como controle
interno. O experimento € expresso em media + desvio padrdo, sendo diferencas
significativas entre as células ndo tratadas (CT) e as tratadas com o extrato (500 e 1000
mcg/ml) comparadas pelo teste de Tukey (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Figura 17. Perfil de expressdo génica em células cancerosas da mama humana.
Anélise quantitativa por PCR em tempo real de diferentes genes associados a
progressao do cancer, ap6s 48 horas de incubagdo com o extrato de pitaya. Niveis de
transcricdo de RNA dos genes B-actina e GADPH foram utilizados como controle
interno. O experimento € expresso em média = desvio padrdo, sendo diferencas
significativas entre as células ndo tratadas (CT) e as tratadas com o extrato (500 e 1000
mcg/ml) comparadas pelo teste de Tukey (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho forneceu diversos subsidios que apontam para o papel do extrato
de pitaya na prevencdo do cancer de mama. O cancer mais diagnosticado do mundo é o
de mama e no Brasil apresenta-se como a neoplasia maligna mais incidente entre
mulheres, assim como a principal causa de morte por cancer. 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 acdo antioxidante, anti-inflamatorio, anti-hormonais e
antiangiogénicos. A pitaya vermelha apresenta potencial funcional relacionado a sua
elevada atividade antioxidante (HYOENJI KIM et al, 2010).

Apesar destes dados, existe uma grande dificuldade de comparacdo entre dados
experimentais referentes a avaliacdo da atividade antioxidante, aferida por diferentes
métodos, bem como de comparar dados da literatura, haja vista que as metodologias
para analise da determinacdo da atividade antioxidante baseiam-se em diferentes
fundamentos. Soma-se a isto, ainda, a complexidade das reagfes envolvidas na
atividade antioxidante. Portanto, é recomendada a utilizacdo de dois ou mais métodos,
ja que nenhum ensaio utilizado isoladamente para determinar a atividade antioxidante
ira refletir exatamente a “capacidade antioxidante total” de uma amostra (HUANG et al,
2005; PRIOR et al, 2003).

Neste trabalho, a atividade antioxidante do extrato foi analisada por trés diferentes
métodos (DPPH, FRAP e ORAC). Para os trés métodos utilizados foram observados
uma elevada atividade antioxidante. Foi possivel ainda observar, em todos os métodos
utilizados, um aumento na atividade antioxidante com o aumento da concentragéo do
extrato.

Os resultados encontrados no presente trabalho coincidem com os resultados
demonstrados na literatura, que mostram a capacidade antioxidante da pitaya (KIM et
al, 2011; LUO et al, 2014). Em estudos envolvendo outras frutas, polpas de acerola e
uva se destacaram na avaliagdo antioxidante, com mais de 90% de sequestro de DPPH
apos 30 minutos (VARGAS et al, 2008). Duarte-Almeida et al (2006) encontraram
elevada atividade antioxidante no extrato de acerola, seguido pelos extratos de amora,
acai e morango. Segundo Rocha (2009) os valores médios encontrados para a atividade

antioxidante de mirtilo foram de 32% e 43%, respectivamente para a polpa e extrato.
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Esse valor € inferior ao que foi encontrado para o extrato de pitaya nas concentracdes de
5.0 mg/ml e 10.0 mg/ml, o que indica que a pitaya tem um alto potencial antioxidante.

Em estudos anteriores que avaliaram extratos de outras frutas pelo método de
ORAC, mostraram valores inferiores aos encontrados neste estudo para o extrato de
pitaya. A capacidade antioxidante do extrato concentrado hidroalcodlico do bagaco de
uva tinto apresentou 22,94 pumol Trolox/g para o ensaio ORAC. Ja o extrato
concentrado de pitaya apresentou elevada capacidade antioxidante com reducdo de até
1000 pumol Trolox/mg.ml™. O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA, 2007) publicou, como parte do Programa Nacional de Anélise de Alimentos e
Nutrientes, um estudo contendo dados sobre a capacidade antioxidante de extratos de
frutas concentrados, utilizando o método ORAC. Dentre as frutas avaliadas,
encontravam-se a amora preta (88,575 uM de Trolox/g), framboesa (37,9875 uM de
Trolox/g) e o morango (32,265 uM de Trolox/g).

Os resultados encontrados neste estudo, pelo método de FRAP, mostram valores
meédios superiores aos encontrados na literatura para extratos de outras frutas também
consideradas com alto potencial antioxidante. O potencial redutor do extrato de pitaya,
neste estudo (2519,36 umol sulfato ferroso/L), foi superior ao que foi encontrado por
Rufino (2008) que avaliou a capacidade antioxidante de alguns extratos concentrados de
frutas ndo tradicionais brasileiras, tais como camu-camu, uvaia e jambol&o. Os frutos de
camu-camu foram os que apresentaram maior capacidade antioxidante, com valor de
2501,5+74,5 pmol sulfato ferroso/L (FRAP). A acerola e o puca-preto também
merecem destaque, pois depois do camu-camu apresentaram 0s maiores valores,
1995,84+47 e 908,9+£28,4 umol sulfato ferroso/L, respectivamente. Os frutos de jambolao
(172,8+¢10,8 pmol sulfato ferroso/L) e uvaia (407,5£34,9 umol sulfato ferroso/L)
também apresentaram valores menores do que os da pitaya.

Apesar das diferencas nas atividades antioxidantes verificadas para um mesmo
extrato ao ser analisado por diferentes métodos, os métodos para avaliacdo da atividade
antioxidante utilizados (DPPH, FRAP e ORAC) tiveram uma forte correlacdo positiva
entre si, demonstrando, portanto, que estas metodologias podem ser utilizadas de forma
adequada para avaliacdo da capacidade antioxidante do extrato. Outros autores ja
haviam relatado a correlacdo positiva entre os diferentes métodos para determinacgéo da
capacidade antioxidante (SUCUPIRA et al, 2012).

A aplicacdo de pigmentos naturais e a sua correlagdo com a atividade antioxidante

em alimentos € objeto de interesse tanto para a inddstria como para 0s consumidores.
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Estudos recentes relacionam a ingestdo de frutas e vegetais com propriedades
antioxidantes e a diminuic¢do do risco e desenvolvimento de algumas doengas cronico-
degenerativas (SCHIAVON et al, 2015). O uso desses pigmentos, como as
antocianinas, em produtos alimenticios é um fator essencial para a funcionalidade, bem
como para a agregacdo de valor a imagem final do produto. As antocianinas sdo
flavondides que se encontram largamente distribuidos na natureza e sdo responsaveis
pela maioria das cores azul, violeta e todas as tonalidades de vermelho que aparecem
em flores, frutos, algumas folhas, caules e raizes de plantas. Neste estudo o extrato da
polpa de pitaya apresentou maior teor de antocianinas, 0 que ja era esperado, Visto que,
em estudos anteriores extratos de frutas apresentaram grande potencial antioxidante,
quando comparados com as frutas frescas (ROESLER et al, 2007).

Sun et al. (2002) demonstraram que a maior contribuicdo para a atividade
antioxidante total de frutos se deve a composic¢do de compostos fitoquimicos. Kuskoski
(2006) observou a influéncia dos compostos fitoquimicos na atividade antioxidante e,
principalmente, a dos pigmentos antocianicos. As polpas de frutas que ndo os contém,
como o abacaxi, a graviola, o cupuagu e 0 maracuja, apresentam valores menores de
atividade antioxidante.

Para a avaliagdo do efeito anti-tumoral do extrato de pitaya foram utilizadas as
linhagens derivadas de carcinoma de mama. A linhagem celular epitelial MCF-7
apresenta receptores de estrogeno e progesterona e baixo potencial metastatico. Esta
linhagem tem morfologia fusiforme e sdo consideradas luminais, além disso, séo células
com baixo grau de invasdo em matrigel. A linhagem celular epitelial MDA-MB-435 néo
expressa receptores hormonais, apresenta alto potencial metastitico e alta
tumorogenicidade. Esta linhagem tem morfologia estrelada e € considerada célula
epitelial mesenquimal (LACROIX et al, 2004).

De acordo com resultados obtidos pelo ensaio de MTT, na linhagem MCF-7
tratada com o extrato de pitaya, foi observado uma inibig&o na viabilidade celular desde
as menores doses, com 48 horas de tratamento. Nas células MDA-MB-435 houve uma
reducdo sobre a viabilidade deste grupo celular com 48 horas de tratamento, mas apenas
nas duas maiores concentracfes (500 e 1000 mcg/ml). Em nosso estudo, também
avaliamos a viabilidade usando o azul de trypan, e foi possivel observar que o extrato de
pitaya apresentou potencial inibitorio j& nas primeiras 24 horas de tratamento na
linhagem MCF-7. Entretanto, na linhagem MDA-MB-435 o extrato ndo modificou a

viabilidade deste grupo celular. O mesmo também foi observado no ensaio de contagem
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de unidades formadoras de colonias (UFC) ap0s 18 dias de incubacdo com o extrato de
pitaya. No qual foi observado somente inibicdo na linhagem MCF-7. Neste sentido, a
diferenga quanto a caracteristica de agressividade das linhagens MCF-7 e MDA-MB-
viabilidade celular alcancados em células MCF-7 incubadas com o extrato de pitaya.
Esse dado estd de acordo com a literatura, j& que a linhagem MCF-7 apresenta
receptores hormonais e é mais sensivel a acdo de drogas terapéuticas. De acordo com
Ge et al (2013) a linhagem MDA-MB-435 apresenta resisténcia a drogas contra o
cancer de mama in vitro, devido a presenca de altos niveis de expressdo de RNAm de
GSTP1, quando comparado aos niveis expressos em MCF-7. Pacientes com cancer de
mama com o alelo GSTP1 105Val s&o mais propensos a ter um tumor com grau
histologico avancado, metastases linfaticas, e receptor de estrogénio negativo. O dano
toxico para 0 DNA gendmico em células somaticas ndo s6 induz a carcinogénese, mas
também faz com que haja o desenvolvimento de tumores com caracteristicas mais
agressivas, com ma diferenciacéo, crescimento independente de hormonios e potencial
metastatico.

A desregulacdo no controle do ciclo celular € um aspecto fundamental no
desenvolvimento do céncer. As células normais apenas proliferam em resposta ao
desenvolvimento da célula ou a sinais presentes na mitose que indicam um requisito
para 0 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 sinalizagdo internos e/ou externos (NAKAYAMA;
NAKAYAMA, 2006). Sabe-se que as células cancerosas perdem a capacidade de
regular seu ciclo celular e, assim, controlar a sua taxa de proliferacdo. Um passo
limitante no ciclo celular, que muitas vezes ndo € regulada no cancer, é a progressao de
células na primeira fase (G1) do ciclo para a fase S (BOROJEVIC et al, 2010). Falhas
no processo da regulacdo do ciclo celular podem levar uma proliferacdo maior de
células cancerosas, enquanto que esforcos realizados para corrigir este problema, levam
a um retardo no crescimento e inducdo da morte celular (PALOZZA et al, 2009).

Estudos prévios indicaram que a pitaya vermelha é rica em polifendis, boa fonte
de antioxidantes e apresenta atividade antiproliferativa em células de melanoma
(B16F10), adenocarcinoma gastrico (AGS) e MCF-7 (adenocarcinoma de mama) (WU
et al, 2006; KIM et al, 2011). Segundo QI et al (2014) o extrato metandlico de

antocianinas, substancias estas presentes na pitaya, suprimiu a proliferacdo, induziu a
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parada do ciclo celular na fase G2/M e induziu a apoptose em células de cancer oral
KB.

Células neoplasicas apresentam-se em constante proliferacdo celular com
grande proporcéo de células na fase S e G2/M (TYSON et al, 2011). A eficiéncia de um
composto bioativo de alimento no controle do cancer pode ser avaliada através da sua
capacidade de bloquear o ciclo celular nas fases GO/G1 e G2/M, reduzindo a proporgéo
de células em fase S (YAO et al, 2011). Em nosso trabalho, nas células MCF-7, a
analise ciclo celular revelou que o extrato de pitaya aumentou a proporc¢édo de células em
fase GO/G1 e reduziu o total de células presentes em G2/M, em 24 e 48 horas p0s-
tratamento. Estes dados sugerem uma parada de ciclo celular em fase GO/G1, onde as
células ficam impossibilitadas de chegarem a etapa de mitose e, se multiplicarem. Com
a parada do ciclo na fase GO/G1, pressupbe-se que um menor nimero de células
prossiga no ciclo e, alcance as fase S e G2/M, ocasionando, consequentemente, a
reducdo no percentual de células observado nesta fase. Neste sentido, somado aos
achados aqui apresentados de que o extrato de pitaya inibiu a proliferacéo e viabilidade
de células de adenocarcinoma mamario humano MCF-7, verificou-se que estes
compostos bioativos presentes na pitaya também interferiram na distribuicao de fases do
ciclo celular.

Uma sequéncia programada de acontecimentos leva a eliminagdo de células sem
causar danos adjacentes aos tecidos, sendo o processo de apoptose 0 responsavel por
manter as células saudaveis, eliminando o excesso ou células anormais. Quando células
anormais ndo conseguem sofrer apoptose, aumenta-se a probabilidade de ocorrer
mutagdes, podendo tornar-se células carcinogénicas. Apesar da enorme variabilidade do
cancer, evidéncias demonstram que a resisténcia a apoptose é uma das caracteristicas
mais marcantes da maioria dos tumores malignos. A apoptose na prética clinica é alvo
para um potencial uso terapéutico da morte celular programada ou para a compreensao
dos mecanismos de resisténcia & radioterapia e a quimioterapia (GRIVICICH et al,
2007). Em nosso estudo, os ensaios de apoptose demonstraram que o0 extrato de pitaya
foi capaz de promover morte por apoptose em células de adenocarcinoma mamario
MCF-7, quando comparado ao grupo controle. Nenhum efeito ficou evidenciado em
células MDA-MB-435. Segundo Sreekanth (2007), o pigmento betacianina, extraido de
opuntia ficus-indica, atua nas celulas K562 que levam a leucemia mieldide crénica
humana alterando a integridade da membrana mitocondrial, levando a fuga de

citocromo c, e a ativagdo das caspases e desintegracdo nuclear. Estas alteragOes
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bioquimicas sao refletidas em mudancas estruturais, tipico de células em apoptose
(morte celular programada).

De acordo com a literatura, as betacianinas sdo responsaveis pela coloracdo da casca
e da polpa da pitaya vermelha (JAMILAH et al, 2011; TZE et al, 2012) e resultados de
estudos prévios demonstram que os compostos fendlicos correspondentes a este
pigmento e seus derivados na casca de pitaya e nos extratos contribuem
significativamente para a atividade antioxidante (HYOENJI KIM et al, 2010). Foi
documentado que os corantes dos alimentos naturais, como a betacianina podem inibir a
proliferacdo celular de uma variedade de células tumorais humanas por serem agentes
anti-radicais livres (ESQUIVEL et al, 2012).

A maioria dos autores mostra que existe uma associacao positiva entre a presenca de
receptores hormonais e um progndstico mais favoravel. Cerca de dois tercos dos
carcinomas de mama apresentam expressdo de receptores de estrogénio (RE) e sdo
denominados receptor de estrogénio positivo ou simplesmente RE-positivos. A presenca
de RE permite que o estrogénio exerca suas funcbes dentro das células, como a
proliferacdo celular e a sintese de varias moléculas, entre as quais outros receptores,
como o da progesterona. A expressdo de receptor de progesterona (RP) ocorre, em
geral, em tumores RE-positivos, embora nem todos os carcinomas RE-positivos
expressem o0 RP. A presenca de ambos os receptores indica um estado funcional mais
préximo da célula mamaria normal, ndo tumoral. Em outras palavras, estes tumores tém
morfologia e funcdes mais parecidas com as das células de origem e, portanto, sao
menos agressivos para o organismo. A falta de expressdo do RP é um indicativo de
menor diferenciagdo celular, sobretudo se esta negatividade estiver associada a altas
taxas de proliferacdo celular. A auséncia de ambos os receptores (RE e RP) ja reflete um
grau mais acentuado de perda de diferenciacdo e maior agressividade biologica. A
expressdo de RE por parte das células tumorais indica que pelo menos parte da
proliferacdo celular depende da estimulacdo pelo estrogénio. Assim sendo, é possivel
frear o crescimento celular através de bloqueios hormonais. O tratamento enddcrino
precoce do cancer de mama com receptor de estrogénio (ER) positivo reduz a
recorréncia e as taxas de mortalidade, com ou sem quimioterapia (EARLY BREAST
CANCER TRIALISTS’ COLLABORATIVE GROUP, 2011).

Em nosso estudo, na linhagem MCF-7 tratada com o extrato de pitaya, foi
observado inibicdo na viabilidade celular, indugdo da parada do ciclo e promocéo da

morte por apoptose. Estes efeitos ja ndo foram observados nas células MDA-MB-435.
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Diante dos dados encontrados neste trabalho, este fato se deve, provavelmente, ao
bloqueio do receptor de estrogénio na linhagem MCF-7. Estes receptores hormonais sao
proteinas especializadas, presentes em células mamarias, que ao se ligarem aos
horménios correspondentes desencadeiam uma série de eventos implicados com varias
funcBes celulares, incluindo multiplicacdo celular e, consequentemente, o crescimento
do tumor.

A atividade do extrato de pitaya foi avaliada neste trabalho para identificar possiveis
vias de sinalizacdo por anélise de PCR em tempo real e, as observac6es indicam que o
extrato de pitaya apresentou atividade anti-tumoral na linhagem MCF-7 por suprimir
BRCAI1, BRCA2, PRAB ¢ ERa. Na linhagem MDA-MB-435 nenhuma alteragdo foi
observada.

A suscetibilidade genética ao cancer da mama compreende dois extremos. Em um,
encontram-se as enfermidades monogénicas de elevada penetrancia, que sdo aquelas
mutacdes herdadas dos genes BRCA1 e BRCAZ2, relacionados aos canceres hereditarios
da mama. Nestes casos, 0s riscos acumulados ao longo da vida, entre os portadores das
mutacdes, sao muito altos (50- 90%), porém a prevaléncia de tais mutac6es sdo raras na
populacdo geral (2-5%), o que explica uma pequena fracdo dos canceres da mama ser
atribuida a caracteres hereditarios. No outro extremo, encontram-se 0s polimorfismos;
nestes casos encontramos mutagcdes muito frequentes, da ordem de 40 a 50% da
populacédo (como é o caso do polimorfismo nas enzimas da superfamilia da glutation S-
transferase, presente em 50% dos caucasianos), com um aumento discreto do risco
individual. Todavia, 0 nimero de canceres atribuidos a estas caracteristicas genéticas é
muito alto (RUIZ; SANTOS, 2001). Neste trabalho o extrato regulou negativamente a
expressao dos genes BRCA1l e BRCA2 em células de adenocarcinoma MCF-7.
Segundo Linhares et al (2006), a atividade fisica regular aliada a habitos dietéticos
saudaveis parecem ser fatores de protecdo contra o cancer de mama. Ja que, individuos
que herdam mutacdo nesses genes apresentam maior chance de desenvolvimento de
neoplasias, porque necessitam de menor numero de alteracbes somaticas para
transformacdo celular neopldsica. Como esses individuos ja possuem mutacao
germinativa em um dos alelos do gene, uma mutacdo ocorrida no outro alelo selvagem
inativa a proteina e, por isso, esses individuos podem desenvolver o cancer (LAJUS,
2011). Dai a importancia de minimizar ao méaximo a influéncia dos fatores externos no

processo de carcinogénese mamaéria e priorizar fatores que visam a prevencao.
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As acles biologicas da progesterona sdo mediadas por duas isoformas de seu
receptor, respectivamente “A” e “B”. Em seres humanos, os dois RNA transcritos sdo
gerados a partir de um Unico gene que tem, porém, regides promotoras diferentes.
Estruturalmente, as proteinas diferem apenas quanto a presenca de 164 aminoacidos na
regido N-terminal do receptor “B”. A isoforma "A" do RP ¢ a proteina envolvida com o
PROGINS, ocorrendo um decréscimo de sua estabilidade com perda da sua capacidade
de inibir a ativacdo dos receptores estrogénicos. Isso pode causar um inadequado
controle desses receptores com um aumento do risco de desenvolvimento de tumor. Os
dados encontrados em nosso estudo mostram que 0 extrato de pitaya suprimiu a
expressao do receptor de progesterona.

Kieback et al (1998) acreditam que a isoforma "A" sob agdo do polimorfismo
levaria também uma maior expressdo da isoforma "B", contribuindo para aumento da
acdo oncogénica do PROGINS. Segundo Kieback et al. (1998), a presenca do
PROGINS na populagdo germanica encontrava-se relacionada com um risco
significante de cancer da mama. Em 2003, um estudo sobre polimorfismo funcional do
RP verificou acréscimo estatistico no risco de cancer da mama ao estudarem 990 casos,
comparados a 1.364 controles. Garret et al (1995), ao estudarem 187 irlandesas com
cancer da mama, constataram uma significativa associa¢do (p<0,05) do PROGINS com
0 risco de cancer da mama (ABBAS et al, 2004).

Para além do seu papel na fisiologia do tecido mamario, 0s estrogénios estao
associados com o desenvolvimento e progressao do cancer da mama. Aproximadamente
75% dos casos de cancer da mama expressam receptores de estrogénio, ou seja, sdo RE-
positivos. Foi demonstrado que existe uma relacdo entre a expressdao de genes
dependentes de estrogénio nos carcinomas RE positivos e o0s niveis basais de estradiol
no plasma, sugerindo que diferencas nos niveis plasmaticos de estradiol entre doentes
tém influéncia significativa no comportamento dos carcinomas da mama (KOK; LINN,
2010).

O presente trabalho mostrou que o extrato de pitaya suprimiu a expressdo do
receptor de estrogénio alfa. Os tumores que apresentam receptores hormonais positivos
tém um prognostico mais favoravel e respondem melhor a terapia hormonal. Isso
porque as estratégias de tratamento de um tumor maligno sensivel a hormonios,
envolvem, de um lado, a reducdo dos estrogénios produzidos normalmente pelo
organismo, e de outro, a inibicdo das ligacdes entre os receptores e 0s horménios. No

primeiro grupo temos o uso de drogas que inibem a sintese do horménio, como aquelas
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que reduzem a atividade da enzima aromatase, responsavel pela sintese de estrogénios
em varios tecidos, como o tecido adiposo. Outra opcdo, mais dréstica e para casos
selecionados, seria a retirada cirurgica dos ovarios, responsaveis pela producdo dos
estrogénios em mulheres antes da menopausa. No segundo grupo estdo as drogas que
pretendem atrapalhar e /ou competir com os estrogénios na sua ligagdo com o receptor.
Acreditamos que o extrato de pitaya por suprimir a expressdo dos receptores de
estrogénio e progesterona possa estar diminuindo a ligagédo do hormdnio com o receptor
e consequentemente inibindo o crescimento celular. Estudos realizados demonstram que
polimorfismos no gene REa (receptor de estrogénio alfa) estdo relacionados com
doencas como cancer da mama e da prostata, osteoporose, doenca de Alzheimer e
doencas cardiovasculares (JAKIMIUK et al, 2007).

Um dos caminhos para se diminuir a mortalidade por cancer de mama seria a
procura de marcadores que poderiam ajudar o clinico a identificar pacientes com
tumores potencialmente agressivos, para a instituicdo de terapia que poderia alterar o
curso da doenca.

A familia dos receptores de fator de crescimento epidérmico (EGFR) ou ERBB
pertence a subclasse 1 da superfamilia dos receptores de tirosina quinase. Esses
receptores possuem uma por¢do extracelular (onde ha o sitio de ligagdo), uma porcao
transmembrana e um dominio citoplasmatico da tirosina quinase. A ligacdo a porcao
extracelular de EGFR, HER3 e HER4 induz a formacdo de homo e heterodimeros, com
preferéncia de recrutamento de HER2 como parte do dimerol. Ha como consequéncia a
ativacdo do dominio intrinseco da quinase e a fosforilacdo de residuos especificos de
tirosina no citoplasma, levando a ativacdo de sinais intracelulares que promovem
crescimento, proliferacdo, diferenciacdo e migracdo celular (REID et al, 2007).

Toda esta familia de receptores esta envolvida na carcinogénese, particularmente
EGFR e HER2. Via de regra, tumores com alteracfes nesses receptores apresentam uma
evolucdo mais agressiva, com pior evolucao clinica para seus portadores (HYNES et al,
2005). Varios tipos de alteracBes sao identificadas em tumores, como a amplificacdo
génica, a superexpressdo dos receptores ou seus ligantes, mutacfes, ou perda dos
controles regulatérios negativos (BASELGA; ARTEAGA, 2005).

A amplificacdo de HER2 no cancer de mama é observada em 25% a 30% dos
casos e correlaciona-se com sobrevida livre de doenca e sobrevida global reduzida. Essa
superexpressdo ocorre tanto no tumor primario como nas metastases, sugerindo um

potencial beneficio de uma terapéutica anti-HER2 para essa patologia (SANCHES;
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SILVA, 2010). Neste estudo, o extrato de pitaya ndo alterou significativamente a
atividade do gene ERBB2 em ambas as linhagens.

A glutationa S-transferase é uma familia de enzimas intracelulares localizadas
no citosol da célula que previne a acdo de certas substancias nas células, evitando dano
ao DNA. Essas enzimas catalisam a conjugacdo de compostos eletroliticos diversos,
sendo que a glutationa, na maior parte, promove a formacdo de substancias menos
reativas e mais sollveis em &gua que sdo prontamente excretadas na urina, prevenindo
possiveis mutacdes que essas substancias podem vir a causar. Esse gene participa da via
metabolica do estrogénio enddgeno e exdgeno, indicando individuos ou populagbes com
diferengas genéticas capazes de modular a susceptibilidade ao céncer de mama
(ANTON et al, 2010). Neste trabalho, o extrato de pitaya ndo alterou significativamente

a atividade do gene GSTM1 em ambas as linhagens.

72



7. CONCLUSAO

Em conclusdo, o estudo produziu extrato de casca e polpa de pitaya e avaliou a
atividade antioxidante da fruta e do extrato produzido; avaliou o efeito do extrato de
pitaya sobre a proliferacdo das linhagens MCF-7 e MDA-MB-435 em diferentes tempos
de incubacdo (24 e 48 horas); verificou-se modificacdes no ciclo celular das linhagens
MCF-7 e MDA-MB-435 pela agéo do extrato de pitaya; avaliou os efeitos do extrato de
pitaya sobre o processo de morte celular em linhagens cancerosas humanas de mama;
foi notado que o extrato de pitaya regula a expressao de receptores hormonais e de
oncogenes em modelos in vitro de linhagens de cancer de mama.

O aprofundamento de estudos em modelos animais e clinicos, sobre a possivel
protecdo do extrato no processo de tumorigénese, ajudara a entender outros mecanismos

ainda ndo elucidados por este trabalho.
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