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Resumo:

O tamarillo (Solanum betaceum), fruto nativo da regido dos Andes e arredores, com
crescente cultivo no Brasil, apresenta alto conteudo de vitaminas e minerais, € rica
composicdo em fenolicos e carotenoides. Estudos recentes tém demonstrado que extratos
de frutas ricas em compostos bioativos, como compostos fenolicos, sdo capazes de agir
sobre células cancerosas diminuindo sua viabilidade e promovendo apoptose, inclusive
em adenocarcinoma de prostata. O cancer de prostata esta entre os tipos de cancer com
maior incidéncia, e em segundo lugar no ranking para sexo masculino. Desta forma, o
objetivo do presente estudo ¢ investigar o efeito de extratos de tamarillo sobre linhagem
celular de adenocarcinoma de prostata, bem como determinar a atividade antioxidante
dos extratos produzidos. Para isso, foram obtidos extratos de tamarillo com dois
solventes, agua e etanol 80%. A atividade antioxidante foi avaliada por quatro diferentes
métodos: DPPH, ABTS, FRAP e ORAC. A quantificagdo de compostos fendlicos foi
realizada por método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau. Para analisar a
citotoxicidade dos extratos sobre a linhagem DUI145 foram realizados os ensaios de
viabilidade e ciclo celular, e avaliagdo da indugdo de apoptose. O extrato etandlico (EE)
de tamarillo apresentou maior teor de compostos fendlicos (1191,78+28,16 mg
AGE/100g) comparado ao extrato aquoso (EA) (1034,64+46,99 mg AGE/100g extrato;
p< 0.05). Utilizando os métodos DPPH, FRAP ¢ ORAC foi observada uma maior
atividade antioxidante (p< 0.05) para EE (514,90+49,02 pumol trolox g-1; 150,35+4,42
umol trolox g-1; e 2715 £ 592,7 umol trolox g-1 respectivamente) em comparagdo a EA
(340,07+29,88 umol trolox g-1; 71,95+0,65 umol trolox g-10; e 1948 + 493,1 umol trolox
g-1 respectivamente). Ja para o método ABTS ambos os extratos apresentaram alta
atividade antioxidante e sem diferenca significativa entre eles (EA: 548,40+81,49 umol
trolox g-1; EE: 534,20+£26,58 pmol trolox g-1). Uma reducdo méxima na viabilidade
celular de DU145 (54%) foi alcangada com EE. Além de provocarem a parada do ciclo
celular na fase G2/M e induzir a apoptose em células de cancer de prostata (DU 145) na
concentragdo de 2500ng/ml. Espera-se com este estudo contribuir no campo da Ciéncia
dos Alimentos com dados sobre o potencial bioativo de extratos de tamarillo frente ao

cancer de prostata.

Palavras-chave: tamarillo; PANC; bioatividade; antioxidante; cAncer de prostata



Abstract:

Tamarillo (Solanum betaceum) is a native fruit from Andes region and surroundings,
cultivated in Brazil. This fruit has a high content of vitamins and minerals, and rich in
phenolics compounds and carotenoids. Studies has been showed that fruits extracts are
rich in bioactive compounds, such as phenolic compounds, whose able to act on cancer
cells, decreasing their viability and promoting apoptosis, including in prostate cancer.
Prostate cancer is among the cancers with the highest incidence, and second in the ranking
for males. This study aims to investigate the effect of tamarillo extracts on the prostate
cancer cell line, as well as to determine an antioxidant activity of these extracts. Extracts
were obtained two solvents, water and 80% ethanol. Antioxidant activity was evaluated
by four differents methods: DPPH, ABTS, FRAP and ORAC. The quantification of
phenolic compounds was performed by the Folin-Ciocalteau assay. For the cytotoxicity
analysis of the extracts on cancer cell line DU145 was used MTT assay, cell cycle and
apoptosis induction. The ethanol extract (EE) of tamarillo exhibited higher content of
phenolic compounds (1191.78 + 28.16 mg GAE / 100g) compared to the aqueous extract
(AE) (1034.64 £ 46.99 mg GAE / 100g extract; p < 0.05). In the assays DPPH, FRAP and
ORAUC, a higher antioxidant activity (p <0.05) was observed for EE (514.90 + 49.02 pmol
trolox g-1; 150.35 + 4.42 umol trolox g-1; and 2715 + 592.7 umol trolox g-1 respectively)
compared to an AE (340.07 £+ 29.88 pumol trolox g-1; 71.95 £ 0.65 umol trolox g-1; and
1948 +493.1 umol trolox g-1 respectively). For the ABTS method, both extracts showed
high antioxidant activity and no difference between them was observed (EA: 548.40 +
81.49 umol trolox g-1; EE: 534.20 £ 26.58 pmol trolox g- 1). A maximum reduction in
cell viability of DU145 (54%) was getted with EE. In addition, the tamarillo extracts
caused cell cycle arrest in the G2/M phase and induced apoptosis in prostate cancer cells
(DU 145) at the concentration of 2500pug / ml. It is expected that this study will contribute
to the field of Food Science with data on the bioactive potential of tamarillo extracts

against prostate cancer.

Keywords: tamarillo; PANC; bioactivity; antioxidant; prostate cancer
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1. Introducio

O Brasil possui flora rica e grande variedade de frutas, cuja introdugdo de espécies
nativas de outros paises vem crescendo favorecida devido as variadas condigdes
climaticas e de solo em todo seu territorio (TEIXEIRA et al., 2019). Apresenta-se como
o terceiro maior produtor mundial de frutas, atras apenas de China e India (KIST et al.,
2018). O consumo de frutas vem sendo recomendado as popula¢des com o objetivo de
melhorar a qualidade de vida e condi¢des especificas (BRASIL, 2014). Beneficios como
melhora do sistema imunologico, reducdo do dano celular oxidativo, protecdo contra o
desenvolvimento do cancer e reducdo de risco para outras doengas cronicas nao
transmissiveis, ja foram relatados na literatura. Tais efeitos sdo comumente atribuidos aos
variados compostos bioativos encontrados nestes frutos (LOIZZO et al., 2019; SANTOS;
AQUINO SANTANA, 2019, LIU et al., 2021). Deste modo, seu consumo crescente
associado a ado¢do de habitos mais saudéveis pode trazer beneficios consideraveis a
sociedade.

Além de participarem na prevengdo de doengas, muitos compostos bioativos tém
sido capazes de inibir o crescimento de diferentes tipos de células de cancer. A capacidade
de interferir em processos celulares, por exemplo, induzindo apoptose e autofagia tem
sido demonstrada em estudos in vitro (MUTALIB et al., 2016; DE SOUZA et al., 2019;
SOARES et al, 2019). Logo, compostos bioativos podem promover -efeitos
quimiopreventivo e/ou quimioterapico.

O tamarillo (Solanum betaceum) pertence a familia Solanaceae, ¢ originario da
América do Sul, nativo da regido e arredores dos Andes. No Brasil, a agricultura familiar
¢ a grande responsavel por cultivo deste fruto, em locais na Bahia, Sdo Paulo e Minas
Gerais, sendo popularmente conhecido com os seguintes nomes: “tomatdo”, “tomate-
francés” ou “tomate de arvore”. Considerando que plantas alimenticias ndo convencionais
(PANC:s) consistem em plantas com parte comestivel que nao estdo incluidas no consumo
habitual e cotidiano de determinada populagdo podendo ser de origem espontanea,
cultivada e exoética; o tamarillo se enquadra nesta defini¢do no Brasil (PANTOJA et al.,
2009; KELEN, et al., 2015; RAMIREZ; KALLARACKAL, 2019).

A respeito de sua composicdo podemos ressaltar alto conteudo vitaminico e

significativa quantidade de outros compostos bioativos como fenolicos e carotenoides,
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que podem apresentar diferencas dependendo do cultivar do fruto. De modo geral, sdo
trés principais cultivares identificados por sua cor: roxo, vermelho e amarelo. Sendo
muito semelhantes em relacdo a composi¢ao nutricional, mas diferem no contetido de
antocianinas, por exemplo, onde os cultivares roxo e vermelho apresentam maior teor
(LLERENA et al., 2019; ACOSTA-QUEZADA et al., 2015; VASCO et al., 2009). Tais
compostos, contribuem tanto para sua atividade antioxidante, quanto para sua coloragao,
e apresentam propriedades terapéuticas e preventivas (LOIZZO et al., 2019; RAMIREZ;
KALLARACKAL, 2019).

O tamarillo tem sido utilizado com finalidades terapéuticas ha algum tempo pela
populagao de paises como Coléombia e Equador, tendo como fundamento o conhecimento
popular. Algumas de suas aplicacdes € o uso topico de folhas e frutos cozidos na regido
das amigdalas para tratamento de dores de garganta, e consumo de frutos in natura para
gripe e no tratamento de doencas respiratorias (CARRILLO-PERDOMO et al., 2015).
Estudo de Puspawati et al. (2018) apontou efeito do tamarillo no controle glicémico,
inibindo a enzima alfa-glicosidase, cuja fung¢do seria quebrar moléculas de
polissacarideos; deste modo, com a inibi¢do da enzima ndo ha picos de hiperglicemia pois
a digestdo e absor¢do de carboidratos sera retardada (PUSPAWATI et al, 2018).
Adicionalmente, foi observado efeito de citotoxidade do tamarillo em células de cancer,
podendo sugerir que este fruto ¢ um potencial agente anticancerigeno, como ja foi
demonstrado agdo antiproliferativa em hepatocarcinoma e adenocarcinoma de mama sem
causar danos as células normais (MUTALIB et al., 2017).

O cancer estd em segundo lugar como uma das principais causas de morte em todo
o mundo. Estima-se que cerca de 9,6 milhdes de mortes em 2018 foram ocasionadas por
esta doenca ndo transmissivel. Dentre os diversos tipos de cancer, os de pulmao, prostata,
colo-retal, estomago e figado sdo os mais comumente desenvolvidos em homens (WHO,
2019). Calcula-se que no mundo o cancer de prostata terd um aumento de obitos a cerca
de 350mil (2020) para 740mil (2040). No Brasil, o cancer de prdstata ¢ o segundo mais
comum entre individuos do sexo masculino, sendo o cancer de pele ndo-melanoma o que
ocupa o primeiro lugar. Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), para 2020 ha
uma estimativa de 65.840 novos casos (BRASIL, 2020).

Existem alguns fatores considerados de risco para desenvolvimento de cancer de

prostata, como: idade, histérico familiar, genética, etnia, exposi¢cdo ambiental, dieta e
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fatores socioeconomicos (SCHUMACHER et al., 2018; LAYNE et al., 2018). A dieta,
em especial, pode ser um fator promotor ou de prevengdo ao cancer. Ha relatos na
literatura de que maior consumo de alimentos naturais, como na dieta do Mediterraneo,
pode reduzir o risco de cancer de prostata, assim como menor mortalidade para pacientes
ndo metastaticos que aderem a esta dieta (REALE et al., 2018; CHHABRA et al., 2018).

Desta forma, observa-se que o uso de agentes naturais ou sintéticos como estratégia
preventiva para o cancer, torna estes compostos quimiopreventivos de grande interesse
de estudo. Assim, estudos com tamarillo a respeito de sua capacidade antioxidante a uma
possivel atividade antiproliferativa para cancer de prdstata, podem ndo somente
incentivar maior consumo deste fruto como também de subprodutos e até novas
estratégias terapéuticas a partir de seus principais compostos bioativos. Destaca-se ainda
que estudos que investiguem os efeitos do tamarillo em células cancerosas ainda sdo

€S8Cassos.

2. Revisao Bibliografica

2.1 Tamarillo (Solanum betaceum)

2.1.1 Origem e aspectos botanicos
O tamarillo ¢ um fruto originario das regides andinas da América Latina.
Taxonomicamente, pertence ao género Cyphomandra, familia Solanacea, espécie
Betacea. Inicialmente recebeu o nome de Solanum betaceum pelo botanico espanhol
Cavanilles. Anos mais tarde, Sendner alterou seu nome para Cyphomandra betacea,
entretanto, em 1995, transferiu-o de volta ao seu nome original. Popularmente, o fruto
pode ser conhecido também como “tomate de arvore”, “tomate francés” e “berinjela
holandesa” em paises como Brasil, Coldémbia, Equador, Reino Unido, Franga, Holanda e
China (MORTON, 1987; ORQUEDA et al., 2017; VASCO et al., 2009).
A arvore do tamarillo ndo atinge grandes alturas, medindo cerca de 2 a 5 m,
possui tronco unico e curto, com raizes superficiais. Suas folhas sdo largas, alternadas e
simples, estando agrupadas no final dos ramos com peciolo robusto. E uma éarvore
subtropical, encontrada em altitudes de 1.000 a 3.000 m, de crescimento rapido

principalmente sob condi¢des ideais como: temperatura em torno de 18 a 20° C, solos

drenados e friaveis. No entanto, possui periodo de vida curto entre 5-12 anos. A primeira
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floracdo ocorre a partir do primeiro ano, podendo ser afetada por altas temperaturas e
consequente queda na producdo. As flores sdo pendentes, carnudas, hermafroditas,
perfumadas, que podem ter coloragdo branco creme, rosada, avermelhada ou manchas
roxas. Estdo dispostas em cachos variando de 10 a 50 unidades, podendo gerar 1 a 6 frutos
(BOHS, 1989; LIM

,2013; RAMIREZ; KALLARACKAL, 2019).

Ao redor do mundo diversas variedades de tamarillo podem ser encontradas, e por
isso seus aspectos morfologicos diversificam-se. O fruto pode apresentar formato ovoide
a elipsoide, com medidas que variam entre 3 a 5 cm de diametro, 4 a 10 cm de
comprimento € 30 a 160 g de peso (MORTON, 1987). A sua casca resistente e brilhante
pode diferenciar-se entre as coloragdes amarelas, amarelo-alaranjadas, laranjas, roxo-
avermelhadas e vermelha escuras, onde ¢ possivel observar inclusive ténues listras
escuras em alguns cultivares. A sua polpa se divide em duas camadas, sendo a externa
mais firme e compacta, € a interna, que envolve as sementes, mais gelatinosa, macia e
suculenta de sabor agridoce. A coloragdo da polpa pode ser amarelo-creme, laranja clara
ou vermelha (VASCO et al., 2009, ACOSTA-QUEZADA et al., 2015; RAMIREZ;
KALLARACKAL, 2019).

Figura 1. Tamarillo vermelho (Solanum beteaceum).

2.1.2 Cultivo e consumo

O tamarillo possui altos niveis de producdo e consumo na América Latina, em
paises como Colombia, Bolivia, Equador, Chile, Peru e Argentina. No Brasil, o fruto ¢
cultivado em pequena escala através de pequenos produtores, oriundos da agricultura
familiar, em estados como Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sao Paulo ¢ Bahia (PANTOJA
et al., 2009, GUILHERME et al., 2012; LIM, 2013; ESPIN et al., 2016). Os principais

paises responsaveis pela exportacdo mundial sdo Nova Zelandia, Colombia e Australia e
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Estados Unidos (WANG & ZHU, 2020; RAMIREZ; KALLARACKAL, 2019; New
Zealand Horticulture Export Authority, 2021)

A forma de consumo do tamarillo até o momento relatada pode variar entre in
natura ou de produtos como bebidas, geleias, doces, recheios, compotas, molhos, tortas
e mousses (MORTON, 1987; BOHS, 1989; PANTOIJA et al., 2009, GUILHERME et al.,
2012; LIM, 2013).

2.1.3 Caracteristicas fisico-quimicas

O tamarillo ¢ um fruto com alta umidade, correspondendo a cerca de 86% do fruto
in natura, e considerado um alimento de baixo contetido de carboidratos e proteinas; mas
fonte de fibras e vitamina C. Apresenta pH em torno de 3,6, 1% de cinzas e menos de
1% de teor de lipideos. Possui também altas concentragcdes de outras vitaminas como
tiamina, riboflavina, niacina, piridoxina, acido folico, pro-vitamina A, e em minerais
como iodo, célcio, potassio, fosforo, ferro, selénio e zinco (ESPIN et al., 2016; ACOSTA-
QUEZADA et al., 2015; VASCO et al., 2009; New Zealand Food Composition, 2019).

A composi¢ao do fruto pode sofrer variagdes conforme condigdes de cultivo, grau
de maturacdo e de acordo com o tipo de cultivar (tabela 1). Ao comparar espécies
diferentes de tamarillo, observa-se alteracdes no teor de alguns compostos, como
minerais, pigmentos, acidos organicos, solidos soltiveis e umidade, sendo este ultimo o
de menor alteracdo. Como por exemplo, ja foi relatado maior conteudo lipidico para
cultivares do Equador em comparag¢do aos cultivares da Espanha. Assim como o fruto de
cor vermelha e roxa possui dentre os pigmentos, prevaléncia de antocianinas em
contrapartida os de coloracdo amarelo-alaranjado tem destaque para os carotenoides
(ACOSTA-QUEZADA et al., 2015, VASCO et al., 2009).

Algumas substancias encontradas no tamarillo desempenham fungdes além das
nutricionais, como ¢ o caso da vitamina C, compostos fendlicos, antocianinas, entre

outros.
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Tabela 1. Composi¢ao de tamarillo (por 100g) demonstrando variagdo a depender do

cultivar e origem.

New Zealand Food ACOSTA-QUEZADA VASCO

Composition Database et al., 2015 et al., 2009
Umidade (%) 86,1 86,1 -87,7 86,92
Proteinas (g) 2 4,41 -9,58% 22-25
Gordura (g) 0,4 - 0,05-0,72
Carboidratos (g) 38 - 4,31-533
Acucares (g) 3,5 33,1 -52%
Sacarose(g) - 15,5 -26.9* 1,6 -2.5
Frutose (g) - 6,3 —13,2%0,7- 1,6 0.7-1,6
Glicose (g) - 6,3 — 12,4* 0,5-1,7
Fibra dietética (g) 3.3 - -
Vitamina C (mg) 29,8 - -
Vitamina A (pg) 190 - -
Vitamina E (mg) 1,9 - -
Potassio (mg) 320 1868 - 3211* 347 — 440
Fosforo (mg) 39 56 - 172*
Zinco (mg) 0,2 0,21 —1,83* 0,17-0,20

* Analises realizadas a partir de amostras secas.

2.1.4 Principais compostos bioativos do tamarillo

Os compostos bioativos sdo metabolitos secundarios encontrados em vegetais e

frutas capazes de promoverem efeitos em um organismo, dentre eles a capacidade de

eliminar espécies reativas de oxigénio. Esta acdo pode ocorrer devido ao sequestro de

radicais livres ou ao estimulo de enzimas de a¢do antioxidante. Na literatura é observado

que os compostos bioativos podem apresentar propriedades como bloquear, reverter ou

impedir o ataque de espécies reativas de oxigénio ao DNA, alterar o metabolismo de

compostos pré-cancerigenos e aprimorar o reparo do DNA, assim demonstrando uma

caracteristica quimiopreventiva (LI et al., 2013; MUTALIB et al., 2017; DE SOUZA et

al., 2019). Considerando que naturalmente o metabolismo celular produz radicais livres

que podem trazer danos como aterogénese, carcinogénese e acelerar o processo de
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envelhecimento, as substancias com atividade antioxidante vem despertando importante
interesse pela possiblidade de trazerem beneficios a satide (ANSARI, 1997).

O fruto de tamarillo contém quantidades significativas de fendlicos, carotenoides
e antocianinas, considerados importantes compostos bioativos com caracteristicas de agao
antioxidante. Destaque para os acidos fendlicos, como dacido clorogénico e &acido
rosmarinico; os carotenoides, como B-caroteno, B-criptoxantina, (E)-luteina e zeaxantina;
¢ as antocianinas (MERTZ et al., 2009; ACOSTA-QUEZADA et al., 2015; ESPIN et al.,
2016; DIEP, POOK, YOO, 2020). A pelargonidina-3-O-glicosideo, composto da classe
dos flavonoides e subclasse das antocianinas e o acido feruloilglicosideo, um 4cido
fendlico da subclasse dos acidos hidroxicindmicos, sdo os compostos mais abundantes
neste fruto, correspondendo juntos a quase 80% do teor total de compostos fendlicos do

suco integral (CASTRO, 2019; LLERENA et al., 2019).

2.1.4.1 Carotenoides

Os carotenoides sao compostos lipofilicos e pigmentos naturalmente encontrados
em alimentos, conferindo coloragdo amarela, laranja ou vermelha. Podem ser
classificados quanto aos atomos presentes: caroteno, como o P-caroteno, apresentam
somente atomos de carbono e hidrogénio, sendo lineares ou ciclicos em uma extremidade
ou nas duas extremidades da molécula; e xantofila, como luteina, que sdo derivados
oxigenados de carotenos (GONG & BASSI, 2016; MEZZOMO & FERREIRA, 2016).

O teor de carotenoides presentes no tamarillo difere de acordo com a variedade,
origem e metodologia aplicada para andlise, se quantitativo e/ou qualitativo (ESPIN et
al.,2016; VASCO et al., 2009). No geral, os carotenoides sdo encontrados na forma livre
ou de ésteres de carotenoides (GIUFFRIDA et al., 2018); majoritariamente composto por
B-caroteno e B-criptoxantina (Figura 2), seguido por: zeaxantina, anteraxantina e luteina,
em ordem decrescente. No Brasil, o tamarillo vermelho apresentou 45,3% de B-
criptoxantina e 26,1% de B-caroteno, e o inverso foi observado em tamarillos do Equador
(DE ROSSO & MERCADANTE, 2007; VASCO et al., 2009; MERTZ et al., 2009).
Mertz et al. (2010) observaram que ésteres de zeaxantina foram os mais susceptiveis ao
tratamento térmico de néctar de tamarillo amarelo. Neste caso, foi observada maior
preservacdo do teor de carotenoides com aplicagdo de tratamento térmico sob baixos

niveis de oxigénio dissolvido.
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Estes compostos sdo melhor absorvidos na presenca de pelo menos 3-5g de
lipideos. Sendo assim, uma vez no trato gastrointestinal, sdo extraidos da matéria
alimentar, emulsificados, incorporados a micelas e entdo estdo prontos para serem
absorvidos pelos enterdcitos. A bioacessibilidade de carotenoides em alimentos vegetais
¢ relativamente baixa ¢ com taxa de absor¢ao lenta (PERIAGO et al., 2013; SANAI
NILE, PARKER, 2015; MARZE et al., 2015).

Os carotenoides vém apresentando importante efeito antioxidante, na
comunicagdo intercelular e atividade do sistema imunologico. A capacidade de remover
radicais livres, modular metabolismo da carcinogénese e inibir proliferacao celular foram
associadas a carotenoides, independentemente de serem pr6 vitamina A ou ndo, como
luteina, zeaxantina e licopeno (MEZZOMO & FERREIRA, 2016; SAINI, NILE, PARK,
2016). Ha na literatura relatada acdo pro-oxidante para carotenoides, quando em altas
concentragcdes ¢ sob certas condigdes como alto estresse oxidativo intracelular e

desequilibrado, comum em células cancerosas. Assim podendo levar a morte da célula
cancerosa (RIBEIRO et al., 2018; GANSUK et al., 2019).
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Figura 2. A - Estrutura de B-caroteno; B — Estrutura de B-criptoxantina.

2.1.4.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos compdem um grupo de grande diversidade estrutural,
porém especifica, contendo anéis de benzeno, com um ou mais radicais hidroxila variando
de simples moléculas fenolicas (C6) a compostos polimerizados (C6-C3-C6)n. Sua

estrutura permite que atue como agentes redutores, doadores de hidrogénio, entre outros

18



(PAZ et al.,2015; LIN et al., 2016). Dentre as classes presentes na alimentacao destacam-
se: acidos fenolicos, flavonoides e taninos. Os compostos fendlicos tém desempenhando
funcdes como protecao contra doengas cardiovasculares (reduz a inflamacao cronica e
melhora a fun¢do do endotélio), efeito citotoxico em determinadas linhagens celulares de
cancer, além de propriedades antioxidantes importantes (SHENKIN, 2006; LI et al.,
2013; PAZ et al.,2015; MARTINS, BARROS, FERREIRA, 2016). Tais compostos estdo
presentes naturalmente em alimentos, e podem variar de acordo com origem da planta,
condi¢des de cultivo, tempo de colheita, e outras varidveis. O potencial antioxidante pode
variar também dependendo do tipo de solvente utilizado em sua extracdo do alimento in
natura (ACOSTA-QUEZADA et al., 2015; MARTINS, BARROS, FERREIRA, 2016;
MUTALIB et al., 2017). Estudo com extratos aquoso e alcoolico de abric, camapu e uxi
apresentaram altas concentragdes de compostos fenolicos e importante atividade
antioxidante por diferentes métodos (LIMA et al., 2020).

Derivados do acido hidroxicindmico correspondem aos principais tipos de acidos
fendlicos presentes no tamarillo, cujo composto majoritario ¢ o acido 3-O-cafeoilquinico
(3-CQA) ou 4cido clorogénico (Figura 3), um importante inibidor de estresse oxidativo.
Seguido por: 4cido rosmarinico, galico, caféico, p-cumarinico e ferulico (LEE et a/, 2017;
ESPIN et al., 2016; MERTZ et al., 2009; VASCO et al., 2009). Recentemente foram
encontrados em 3 cultivares de tamarillos (Amber, Laird’s Large e Mulligan) da Nova
Zelandia outros compostos fenolicos, sdo eles: o acido elagico, rutina, catequina,
epicatequina, kaempferol-3-rutinosideo e isorhamnetina-3-rutinosideo; a partir de

extragdo com solvente organico (metanol 50%) (DIEP, POOK, YOO, 2020).

O
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Acido 3-cafeoilquinico

Figura 3. Estrutura de acido 3-O-cafeoilquinico ou écido clorogénico, principal acido
fenolico encontrado em Tamarillo (Solanum beteaceum).
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O 4cido 3-O-cafeoilquinico corresponde a um subgrupo de acidos clorogénicos
que sdo formados a partir da esterificacdo do acido caféico com &cido quinico. Os acidos
clorogénicos sdo classificados conforme a posi¢ao ou ntimero dos grupos cafeoila, sendo
o acido 5-O-cafeoilquinico (5-CQA) o principal representante nas plantas (MICHAEL
MARTIN, 2004; MIYAMAE TAIJIK et al. 2011; NIGGEWEG et al., 2017). Apesar de
graos de café serem a principal fonte dietética deste composto, também ¢ encontrado em
batata, berinjela e sementes de girassol (PLAZAS et al., 2014; NABAVI et al., 2017). O
interesse em acido clorogénico vem a partir dos beneficios a saude em que vem sendo
associado, como prevengdo de doengas cronicas, capacidade anti-inflamatéria e
principalmente relacionado a atividade antioxidante e antimutagénica (LIANG N &
KITTS, 2016; NABAVI et al., 2017; MOJITA et al., 2018).

Tem sido descrito que a atividade antioxidante dos é4cidos clorogénicos esta
associada a capacidade de doar &tomos de hidrogénio a fim de reduzir os radicais livres e
inibir reacdes de oxida¢do. Uma vez oxidados, esses radicais fenoxil se tornam mais
estaveis e rapidamente serdo divididos em outras substancias incapazes de produzir novos
radicais livres. Tal agcdo ¢ sugestiva de mecanismo de protecdo do DNA, evitando por
exemplo a quebra da fita de DNA; além de outros seis isomeros do acido clorogénico
estarem associados a prote¢do contra a quebra de segmento de DNA induzidas por
peroxido de hidrogénio (XU, HU, LIU, 2012). Outra forma descrita de controlar o
estresse oxidativo ¢ por agdo do acido 3-cafeoilquinico ativando o regulador antioxidante
Nrf-2 (fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2) e a supressdao de NF- kB (fator
nuclear kB), de AP-1 (proteina ativadora) e ativagdo de MAPK (proteina quinase ativada
por mitdégeno) mediada por espécies reativas de oxigénio (ROS). Podendo resultar na
redu¢do da carcinogénese induzida por fatores ambientais (FENG et al., 2005). Em
estudos com tratamento de 4cido clorogénico em incubacdo com células, foi possivel
observar que houve prote¢do de queratindcitos contra os danos induzidos por peroxido de
hidrogénio (CHA et al., 2014; SADEGHI EKBATAN et al., 2018; HUANG et al., 2019).

Cerca de um terco do acido clorogénico ¢ absorvido no trato gastrointestinal, seja
por via de absorcdo imediata e integro no estdmago, ou por absor¢ao lenta em todo o
intestino delgado. E entra na corrente sanguinea, podendo ser na sua forma integra ou de
seus derivados, atingindo maior concentragao no plasma sanguineo ap6s 2,5h, que entao

seguirdo para figado e rim para serem absorvidos e/ou metabolizados. Pequenas
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quantidades de acido clorogénico integro ja foi detectada na urina, sugerindo modo de
excre¢do urinaria. J& os compostos que passam pelo trato gastrointestinal sem serem
absorvidos, podem levar a modificagdo da microbiota intestinal (MONTEIRO et al.,
2007; MUBARAK et al., 2012; MILLS et al., 2015; NABAVI et al., 2017).

No tamarillo outro composto fenolico que se destaca € o acido rosmarinico (Figura
4 A), um éster derivado do acido caféico e do acido 3,4-dihidroxifenilacético, com maior
solubilidade em substincias organicas. E um dos dimeros de 4cido caféico mais
abundantes nas plantas, e além de protege-las contra patdogenos e herbivoros, também
merece destaque por sua atividade antioxidante sendo encontrada em diversas plantas
medicinais e temperos (por exemplo alecrim, orégano e manjericdo) (PETERSEN et al.,
2009, PETERSEN, 2013). Hé relato de beneficios com o uso tdpico deste composto como
agente antiviral e prevencao do envelhecimento da pele (TUNDIS et al., 2015; YUCEL,
SEKER KARATOPRAK, DEGIM, 2019). Os mecanismos de absor¢ao, metabolizacao ¢
excre¢do do acido rosmarinico ndo estdo muito bem elucidados, mas ja foi relatado em
testes in vivo (ratos) que ¢ parcialmente metabolizado em 4cido cumarico e 4cido caféico.
Apo6s a ingestdo de 200 mg acido rosmarinico observou-se no plasma, seus niveis
maximos e de acido fertlico apo6s 0,5 h da ingestdo, enquanto que o nivel mais alto de
acido rosmarinico metilado foi detectado ap6és 2 h. A excre¢do dos compostos
correspondeu a 6,3% da dose e ocorreu por volta de 6 h apds a ingestdo (BABA et al.,
2004; BABA et al., 2005). A utilizacdo de nanoparticulas encapsuladas tem como
objetivo melhorar a biodisponilidade e proteger compostos fenolicos do suco gastrico. E
sua administracdo em doses baixa a moderada, in vitro ¢ in vivo (em ratos), nao
demonstrou citotoxicidade ou genotoxicidade (MADUREIRA et al., 2016).

Acredita-se que a atividade antioxidante do acido rosmarinico esteja associada a
presenca de dois grupos catecol (Figura 4 B). Deste modo, formando pontes de hidrogénio
com a doacdo de prétons a radicais, estabilizando-os. Dentre outras formas possiveis
relacionadas ao seu efeito antioxidante podemos citar: aumento da expressao de enzimas
antioxidantes (catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e redutase, superoxido
dismutase (SOD), regulando positivamente Nrf-2; diminuicdo de peroxida¢do lipidica
incluindo em lipidios de membrana celular ¢ de dano ao DNA (CAO et al., 2005;
FUJIMOTO & MASUDA, 2012; MUSHTAQ et al., 2014; FERNANDO et al., 2016;
SHANG et al., 2017).
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Na literatura ja foram relatados efeitos benéficos de acido rosmarinico contra
células de cancer colo retal, pulmdo, mama, leucemia, oral e melanoma. Alguns dos
mecanismos relatados sdo: reducdo do fator de transcri¢do devido a inibi¢do de proteina
ativadora-I (AP-I) e consequente reducdo da ativacdo de COX-2; diminuicdo da
expressao da proteina p65 e proliferagao celular mediada por NF-kB; inibi¢ao de quinase
reguladora de afinidade de microtubulos (MARK4); e indugdo de apoptose. Além de
efeito radioprotetor, configurando um potente composto anticancerigeno com
caracteristica  radioprotetora e  quimiopreventiva (SCHECKEL, LEISSO,
ROMAGNOLO, 2008; TAO et al., 2014; WU et al., 2015; XU et al., 2016; FERNANDO
et al., 2016; ANWAR et al., 2020, SADEGHI et al., 2020; MESSEHA SAMIA et al.,
2020; YANG et al., 2020; LUO et al., 2020).

Figura 4. A - Estrutura bésica do 4cido rosmarinico. B— Grupo catecol.

2.1.4.2.1 Antocianinas

As antocianinas (Figura 5) sdo pigmentos naturalmente encontrados em plantas,
flores, frutas e vegetais. Pertencem ao subgrupo dos flavonoides, um tipo de composto
fenolico, e sdo hidrossoluveis. Reagdes como de hidroxilagdo, metilacdo, glicosilagdo e
acilacdo influenciam na estabilidade das antocianinas e suas cores. Por exemplo, a
metilacdo do anel B confere coloracdo avermelhada e torna a antocianina menos
susceptivel a oxidagdo. Temperatura e pH sdo fatores que podem levar a alteracdo de
estabilidade e estrutura (DELGADO-VARGAS, JIMENEZ, PAREDES-LOPEZ, 2000;
TANAKA, SASAKI, OHMIYA, 2008; ZHANG, BUTELLI, MARTIN, 2014).

No tamarillo as antocianinas estdo presentes em maior concentracdo nas polpas
do fruto e em variedades avermelhadas e roxas. Merecem destaque a delfinidina, a
cianidina e a pelargonidina. Um estudo demonstrou alta concentragdo de antocianinas
totais para polpa do cultivar Mulligan com 486,84 mg/100 g de peso seco, valores

superiores comparados a frutas conhecidas por possuirem altos valores deste composto,
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como: polpa de morango, uva e cranberry (CORONA et al., 2011). Em relacdo aos
cultivares avermelhado-roxo, as antocianinas majoritarias relatadas sao: delfinidina-3-O-
rutinosideo, pelargonidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutinosideo; compostos que se
diferem pela posi¢ao e nimero de hidroxilas no anel B (ESPIN ef al., 2016; ORQUEDA
etal., 2017; SILVA et al., 2017; CASTRO, 2019; DIEP, POOK, YOO, 2020).

A bioacessibilidade das antocianinas ¢ relativamente baixa. Ao acompanhar o
processo de digestao e absorcdo de cianidina-3-O-rutinosideo, foi possivel observar que
apoOs a fase gastrica a maior parte do composto se mantém inalterado e uma pequena
parcela ¢ metilada. Apresenta importante redu¢do apds a fase intestinal, sendo
decomposto principalmente em acido protocatecuico. A eliminagdo no plasma ¢ rapida e
nos tecidos ¢ prontamente absorvido e metabolizado em acidos fendlicos e derivados.
Vale acrescentar que tanto a cianidina-3-O-rutinosideo quanto seu derivado metilado sdo
capazes de atravessar a barreira hematoencefalica. A bioacessibilidade de antocianinas ¢
dependente da matriz alimentar na qual esta presente, sofrendo influencia inclusive pelo
tipo de glicosideo ligante. E uma das formas de aumentar bioacessilidade de antocianinas
¢ o microencapsulamento (BRAGA, et al., 2018; FREDES et al., 2018; CHEN et al.,
2019; TAKAHASHI et al., 2019).

A atividade antioxidante das antocianinas estd em grande parte relacionada a
captura de espécies reativas de oxigénio, mas também ha relato de modulagdo de Nrf-2
(fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2). Alguns de seus beneficios a saude sdo:
diminui¢do do risco de doencas cardiovasculares, cancer e neuroprotecao. Quanto a
atividade anticancer possui efeitos antimutagénico, de inibir dano oxidativo ao DNA,
interrupcao do ciclo celular, bem como inducao de apoptose e antiangiogénese. E mesmo
em altas concentragdes nao demonstrou efeitos nocivos (CLIFFORD, 2000; WEB, MIN,
EBELER, 2008; KROPAT et al., 2013; FERNANDES et al., 2015; RIAZ et al. 2016;
CHEN et al., 2019).

Figura 5. Forma estrutural basica de antocianinas.
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2.2 Cancer de prostata

2.2.1 Proéstata e doencgas associadas

A prostata ¢ um 6rgdo considerado uma glandula exodcrina exclusiva do sistema
reprodutor masculino. E a responsavel por produzir e armazenar o liquido prostético, que
faz parte do sémen juntamente com o liquido seminal produzido pelas vesiculas seminais
e os espermatozoides produzidos nos testiculos. Sendo o sémen a secrecdo final, de
aspecto leitoso e odor caracteristico, que serd eliminada durante ato sexual. Esta glandula
envolve parte da uretra e fica localizada na parte abaixo da bexiga e a frente do reto

(Figura 6) (INCA, 2019; HAYWARD; CUNHA, 2000).

Figura 6. Localizacdo prostata. Retirado de “Cartilha Cancer de Prostata”, INCA,2019.

Os trés principais processos que acometem a prostata sdo: prostatites, hiperplasia
benigna da prdstata e o adenocarcinoma. As prostatites sdo inflamagdes da prostata que
podem ser bacterianas (aguda ou cronica), ndo bacteriana e prostatodinia. Na hiperplasia
os nodulos se desenvolvem na zona epitelial de transicdo da prostata (DUTT; GAO,
2017). O adenocarcinoma ¢ o tipo de tumor mais comum encontrado na prostata, recebe
este nome por se desenvolver a partir de mutagdes em células glandulares seguida de
proliferacdao anormal. (SARRIS et al., 2018; UDENSI; TCHOUNWOU, 2016).

O cancer de prostata esta entre os tipos de cancer com maior incidéncia, ocupando
o quarto lugar quando considerado os sexos feminino e masculino, e o segundo para
homens. As estimativas indicam um possivel aumento de 1,7 milhdo de novos casos e
499.000 mortes até 2030 considerando o crescimento e envelhecimento da populagdo
mundial (BASHIR, 2015). De acordo com o INCA, ¢ o segundo tipo de cancer mais

comum entre individuos do sexo masculino, sendo a estimativa para 2020 ha de 65.840
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novos casos (BRASIL, 2020). O céancer de prostata pode ser silencioso, ou seja,
assintomatico ou apresentar sintomas como: dor lombar dificuldade para urinar, dor ao

ejacular e/ou ao urinar (UDENSI; TCHOUNWOU, 2016).

2.2.2 Fatores de risco

Existem fatores que favorecem o desenvolvimento de cancer de prostata. A idade
¢ um fator diretamente proporcional, onde individuos com idade igual ou superior a 55
anos apresentam cerca de 17 vezes mais chances de desenvolver cancer de prostata do
que os que apresentam idade inferior. Também apresentam associagdo positiva para risco
aumentado a obesidade, historico familiar, doencas sexualmente transmissiveis, afro-
descendéncia e tabagismo. A dieta também pode ser um fator de risco se for rica em
gorduras, principalmente de carne vermelha e laticinios (BASHIR, 2015; LAYNE et al.,
2018; INCA, 2019).

2.2.3 Diagnostico e classificagao

O exame de toque retal, o de antigeno prostatico especifico (PSA), ultrassom
(via abdominal e transretal) e ressonancia magnética sdo exames utilizados para o rastreio
do cancer de prostata, sendo os dois ultimos considerados complementares. O toque retal
pode indicar diversas condigdes, desde hiperplasia benigna até mesmo o proprio cancer
de préstata e o estadiamento do tumor. Um resultado aumentado de PSA ndo
necessariamente determina diagndstico de cancer, pois também ocorre em condi¢des de
hiperplasia benigna da prostata e inflamag¢do da prostata (SARRIS et al, 2018;
GROSSMAN et al., 2018).

Atualmente, 6rgdos Brasileiros, Americanos e Europeus recomendam que o toque
retal seja realizado em pacientes entre as faixas 40 - 75 anos de idade; e o PSA em
individuos da mesma faixa etaria desde que haja possibilidade de sobrevida de pelos
menos 10 anos, e/ou alto risco para cancer de prdstata, e/ou sintomas; sendo necessaria
biopsia para confirmag¢@o do diagnostico (INCA, 2019; SARRIS et al., 2018).

A classificagdo do cancer de prostata ¢ realizada por duas formas diferentes. A
primeira delas avalia a dimensdo do tumor, onde um tumor primario (T) acometendo
somente a prostata, havendo ou ndo acometimento de linfonodos regionais (N) e a

presenca, ou ndo, de metastase a distancia (M). A segunda forma ¢ pelo sistema Gleason,
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o modo como o patologista expressa o resultado de uma biopsia (MOTTET et al., 2015).
Onde duas areas retiradas do tumor sdo graduadas de 1 a 5 e comparadas as células
prostaticas normais (sendo grau 1 forma menos agressiva) (BRASIL 2002). A
interpretagdo ocorre ndo somente a partir do valor total do escore de Gleason, mas
também considera a nota referida para cada parte (Tabela 2) (MOTTET et al., 2015).
Valores altos, como os de 8 a 10, significam um cancer de crescimento rapido (BRASIL

2002).

Tabela 2: Classificacdo de gleason segundo International Society of Urological

Pathology, 2014.

Escore Gleason Grau ISUP

2-6 1
7 (3+4) 2
7 (4+3) 3
8 (4+4 / 3+5 / 5+3) 4
9-10 5

Fonte: MOTTET et al., 2015.

2.2.4 Tratamentos
Uma vez diagnosticado o cancer de prostata, o tratamento sera definido mediante
tipo, estadiamento, localizacdo e risco beneficio. Em caso de doenga pontualmente
localizada ha trés opg¢des principais: monitoramento da progressao do cancer de prostata
enquanto ndo submetidos a terapia definitiva (conduta expectante), cirurgia e radiacdo. A
cirurgia e a radiacdo s3o os tratamentos mais indicados e eficazes para homens com
cancer que apresentam nivel de PSA maior que 10 ng/mL e/ou nodulos palpéaveis ao
exame de toque (LITWIN; TAN, 2017). Sendo que a associagdo entre os tratamentos o
mais comumente realizado (BRASIL, 2002; LITWIN; TAN, 2017).
Nos casos em que o cancer de prdstata evolui para metdstase, a cura se torna
improvavel. E o tratamento fica baseado na supressao androgénica, sendo castracao ou

boqueio hormonal os mais indicados. (BRASIL, 2002; MOTTET et al., 2015).
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2.2.5 Estudos in vitro em cultura de células

Estudos com cultivos de células iniciaram no século XX com o objetivo de
analisar o comportamento destas células ou tecidos animais em situagdes especificas e
controladas, fora do organismo. Esse processo foi aprimorando ao longo dos anos e o
interesse por células tumorais crescendo por diversos motivos, dentre eles a possibilidade
de em originar linhagens imortalizadas. Na atualidade, os ensaios in vitro com células
permitem estudar os mecanismos de desenvolvimento de doengas incluindo seus
tratamentos. Possuem menor custo comparado aos estudos em modelos animais, podendo
ser uma boa alternativa para pesquisa (NANCY, 2003; DAVIS, 2004; ALVES;
GUIMARAES, 2010).

Uma linhagem celular ¢ oriunda a partir da imortaliza¢do de uma cultura primaria
advinda de um fragmento de tecido. A manutengdo da imortalidade estd associada com a
atividade da telomerase que ¢ uma DNA polimerase que acrescenta segmentos de DNA
ndo-codificantes aos telomeros apds cada ciclo de divisdo celular. Esta DNA polimerase
tem sua expressdo aumentada na maioria das células tumorais. As células de uma
linhagem celular preservam as caracteristicas do tecido de origem e com alta capacidade
de expansdo podendo ser cultivada por maior periodo de tempo, o que ¢ benéfico para a
pesquisa (BLASCO, 2005; ALVES; GUIMARAES, 2010).

A formacdo de células cancerosas pode ocorrer por causas externas (como
exposi¢do a agentes cancerigenos) ou internas (como fatores genéticos). Dentre as
principais caracteristicas biologicas responsaveis pela transformacao das células normais
em células tumorais estdo a manutencdo da sinalizagdo proliferativa, evasdo dos
supressores de crescimento, resisténcia a morte celular, replicagdo de modo indefinido,
inducdo a angiogénesse, ativagdo de invasdo e metastase, capacidade de reprogramar o
metabolismo energético celular e a evasdo do sistema imune (HANAHAN; WEINBERG,
2000, 2011).

Os ensaios realizados com linhagens de células de cancer de prdstata permitem
investigar mecanismos da patogénese deste cancer e efeitos de tratamentos. Para isto ¢
fundamental a pureza e estabilidade destas células para a pesquisa em biologia celular. A
linhagem celular de adenocarcinoma de prostata humano DU 145 corresponde a células
epiteliais metastaticas do sistema nervoso central imortalizadas de ampla utilizagdo em

estudos in vitro. No geral possuem caracteristicas de um adenocarcinoma pouco
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diferenciado, ndo respondem ao hormdnio androgénio e ndo expressam o antigeno
prostatico especifico (PSA). Sdo células poligonais, ndo modveis e relativamente
pequenas. Nelas existem quinases responsaveis pela proliferagdo do cancer de prostata
que crescem como ilhas isoladas nas culturas. Além de apresentarem resisténcia
intrinseca a certos medicamentos (STONE et al., 1978; MITCHELL et al., 2000; BURKE
etal., 2016).

2.3 Compostos bioativos na prevengao do cancer

Através da dieta podemos ndo somente estimular o sistema imunoldgico, mas
também fornecer antioxidantes que ajudam a neutralizar os efeitos do estresse oxidativo
que pode ser induzido por inflamagdo cronica. Por exemplo, em ensaio clinico a ingestdo
de selénio permitiu o acimulo deste mineral ao redor da prostata, onde as selenoproteinas
inibem a transformagao da prostata normal em neoplasia (CHRISTENSEN, 2014). Sabe-
se que dietas ricas em gorduras estdo associadas ao aumento do risco para cancer de
prostata por induzir estresse oxidativo e inflamagdo prostatica (UDENSI;
TCHOUNWOU, 2016).

Tratando-se de antioxidantes naturais, ndo faltam exemplos na literatura a respeito
de compostos bioativos na prevengdo do cancer. Estudos em individuos com PSA
aumentado indicaram que extrato e cdpsula de roma foram capazes de diminuir o
crescimento e prolongar o tempo de duplicacdo do adenocarcinoma de préstata (PALLER
et al, 2013; PANTUC et al, 2015). Ainda considerando que individuos portadores de
adenocarcinoma da prostata podem apresentar resisténcia ao quimioterapico taxol,
Cameron et al. (2013) demonstraram in vitro que extratos de Vernonia amygdalina tem
efeito semelhante ao de drogas suplementares para células de cancer de prostata. O
consumo de 6 xicaras de cha verde, cujos principais compostos bioativos sdo as
catequinas, foi capaz de reduzir o PSA em individuos com cancer de prostata antes da
realizacdo da prostatectomia. Além de ter sido detectado polifenodis do ché no tecido da
prostata (HENNING et al., 2014).

O licopeno vem sendo muito associado ao cancer de prostata pois foi relatado que
este composto inibe diferentes mecanismos ligados a carcinogénese e progressao tumoral.
Dentre os efeitos podemos citar a diminui¢do do risco para individuos com historico

familiar de adenocarcinoma de cancer e menor mortalidade entre individuos com doenca
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de alto risco, reducdo de angiogénese no tumor, ¢ modulacdo de alguns genes
relacionados ao crescimento e sobrevivéncia do tumor (GRAFF et al., 2016). Uma
revisdo de dezoito artigos associando licopeno a prevencdo de cancer de prostata com
testes in vivo e in vitro constatou que na maioria dos estudos o licopeno apresentou efeitos
de inibi¢do relacionados ao androgénio. Sugerindo que o tratamento com licopeno
diminui o metabolismo e a sinalizacdio de andrégenos no cancer de prostata
(APLLEGATE; ROWLES; ERDMAN, 2019). Nao somente compostos isolados podem
apresenta efeito sob o cancer de prostata. Extratos de roma, por exemplo, foram capazes
de reduzir a prolifera¢do celular e induzir a apoptose em células de cancer de prostata
(DENG et al., 2017, AMRI et al., 2020).

Em relacdo ao tamarillo, poucos estudos referentes a acdo antiproliferativa sao
citados. O grupo Mutalib et al (2016; 2017) apresentaram efeitos de extratos aquoso e
alcoodlicos de tamarillo em linhagens celulares de carcinoma hepatocelular e
adenocarcinoma de mama ndo dependente de hormonios (MDA-MB-231). Estes autores
observaram citotoxicidade seletiva em relacdo as células cancerigenas, uma vez que em
células de fibroblastos normais de camundongo (3T3) ndo houve toxicidade. Isto sugere

que o fruto ¢ um potencial agente anticancer sem causar danos para as células normais.

3. Justificativa

O tamarillo ¢ um fruto com importante valor nutricional, além de ser rico em
compostos bioativos, como polifenodis e carotenoides. Apesar do crescente cultivo no
Brasil, o fruto tem pouca expressdo no mercado nacional. O conhecimento acerca de seu
efeito em linhagem de cancer de prostata pode contribuir para o aumento de consumo
deste fruto e consequentemente em sua producdo, agregando valor a agricultura e a
economia brasileira.

Embora o tamarillo seja um alimento rico em compostos fenolicos, carotenoides
e vitaminas, que sabidamente estdo associados a efeitos quimiopreventivos, a literatura ¢
escassa quando o assunto ¢ tamarillo e sua possivel atividade antiproliferativa. Estudos
envolvendo linhagens celulares de adenocarcinoma sao ainda mais raros. Deste modo, os
resultados deste estudo podem contribuir para comunidade cientifica com novos dados e

esclarecimento para futuras pesquisas, visando trazer beneficios a saide humana.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo geral
Analisar os efeitos de extratos de tamarillo (Solanum beteaceum) em linhagem celular

de adenocarcinoma de prostata (DU145).

4.2 Objetivos especificos

a) Produzir extratos bioativos a partir da polpa de tamarillo;

b) Determinar a atividade antioxidante dos extratos de tamarillo por diferentes
métodos;

c) Determinar o teor de compostos fenolicos totais dos extratos de tamarillo;

d) Analisar o efeito dos extratos tamarillo sobre a viabilidade celular de linhagem de
células de adenocarcinoma de prostata;

e) Awvaliar o efeito dos extratos bioativos sobre o ciclo celular e o processo de morte

celular em linhagem de células de adenocarcinoma de prostata.

5. Material e Métodos

5.1 Aquisi¢do de matéria-prima e obtencao dos extratos

Os tamarillos vermelhos foram adquiridos através da Companhia de Entrepostos
e Armazéns Gerais de Sao Paulo (CEAGESP). Os frutos foram armazenados no
Laboratorio de Higiene de Alimentos da Universidade Federal do Estado do Rio de

Janeiro (UNIRIO), RIJ.

5.2 Preparagao dos extratos

Os frutos foram devidamente selecionados, lavados e higienizados com solugao
propria para alimentos de 100ppm de hipoclorito de sddio por 15 minutos. Em seguida
cortados longitudinalmente e colocados em processador de alimentos para obtencdo da
polpa.

Os extratos de tamarillo foram produzidos a partir de agua (EA) e etanol 80%
(EE), sendo pesados 250g de polpa em béquer e adicionado de solucdo extratora. O
produto obtido foi colocado em banho de ultrassom (Brandon 2210) por um periodo de
10 minutos e centrifugado a 200RPM por 5 minutos. O sobrenadante foi recolhido e

reservado. Enquanto que o residuo foi coletado para trés novas extragdes consecutivas. O
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sobrenadante total resultante das 4 extragdes foi filtrado e avolumado em baldo
volumétrico de vidro de 500mL. Especificamente para o extrato de etanol 80% foi
necessaria a evaporagdo do solvente a 45°C sob baixa pressao em evaporador rotativo.
Todos os extratos foram armazenados em tubo falcon no ultrafreezer a aproximadamente
—80°C (Indrel® Ultrafreezer) até posterior liofilizacdo (Labconco®, FreeZon 2.5, Kansas
City, MO) por 90 horas. Uma vez que as amostras foram liofilizadas, houve a juncdo e
homogeneizagao de cada um dos extratos que seguiram para armazenamento em freezer

a -18%C até o momento das analises (GUIMARAES et al., 2017).

5.3 Determinacgao da atividade antioxidante

5.3.1 Avaliagdo da atividade sequestrante do radical DPPH

Para cada um dos extratos liofilizados, aquoso e de etanol 80%, a medida da
atividade sequestrante do radical DPPH foi analisada de acordo com a metodologia
descrita por Brand-Williams et al. (1995). O DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil) ¢ um
radical livre estavel que recebe um elétron ou um radical de hidrogénio a fim de tornar-
se uma molécula diamagnética estavel. Sendo assim, este radical ¢ reduzido na presenca
de um antioxidante. Para avaliacao da atividade antioxidante, as amostras a 0,5% foram
adicionadas, para rea¢do com o radical estavel DPPH, em uma solu¢do de metanol. O
radical possui uma absor¢ao caracteristica a 515 nm em sua forma livre, a qual desaparece
apos a reducdo pelo hidrogénio arrancado de um composto antioxidante. A reducdo do
radical do DPPH foi medida através da leitura da absorbancia a 515 nm em 30 minutos
de reacdo. A curva padrdo foi produzida com solugdes de trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-dcido carboxilico). As leituras foram realizadas a partir de 3
concentragdes diferentes em triplicata. Os resultados foram expressos em atividade

antioxidante equivalente em umol de trolox por grama de extrato seco.

5.3.2 Avaliagdo atividade antioxidante total pela captura do radical ABTSe+

A atividade antioxidante dos extratos liofilizados também foi analisada pelo
método ABTS (4cido 2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfonico) conforme
descrito por Rufino et al. (2007). Sendo o ABTS<+ um radical formado por uma reagdo
quimica com persulfato de potassio em uma relagdo estequiométrica de 1:0,5. Uma vez

formado, este radical ABTSe+ € diluido em etanol até obter uma medida de absorbancia
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de 0,70 (£0,02) a um comprimento de onda de 734 nm. Aliquotas com trés diferentes
volumes das amostras foram utilizadas de modo a restar um volume final de 3mL em cada
leitura. As leituras realizadas em triplicata. A curva padrdo foi produzida a partir de
solucao de trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico). Os resultados
expressos em atividade antioxidante equivalente ao trolox em pmol de trolox por grama

de extrato.

5.3.3 Analise determinagdo da atividade antioxidante total pelo método de redugdo do
Ferro (FRAP)

O método de FRAP foi realizado de acordo com Rufino ez al. (2006). Este método
permite quantificar a capacidade de reducdo do complexo Fe+3 - TPTZ (cor azul clara)
para o complexo Fet+2 - TPTZ (cor azul escura) em meio acido. Esta reacdo ¢
desencadeada pelo antioxidante presente na amostra. O método consiste em adicionar
trés volumes diferentes das amostras (90, 45 € 20 uL) e, quantificar em 2,7mL de reagente
FRAP somado a 270uL de dgua destilada. Apds 30 minutos em banho-maria foi efetuada
a leitura de absorbancia a 595nm. As leituras foram realizadas em triplicata. Os resultados
foram expressos em pumol de sulfato ferroso equivalente por grama de extrato. A curva
padrdo foi produzida com uma solugao de sulfato ferroso com quatro dilui¢des diferentes

e conhecidas.

5.3.4 Ensaio ORAC

Este método ¢ outra forma de avaliar a atividade antioxidante dos extratos
liofilizados e foi realizado conforme Ou, Hampsch-Woodill, & Prior (2001) adaptado por
Huang et al. (2002). Baseia-se em medir a capacidade do antioxidante em sequestrar
radicais peroxil que sdo gerados por uma fonte radicalar, AAPH (2,2"-azobis (2-
amidinopropano) dihidroclorado), a 37°C. O radical peroxil, gerado pela reagdo com
oxigénio atmosférico, reage com o indicador fluorescente para formar um produto nao
fluorescente, que pode ser medido por espectrofotometria com maxima emissdo de
fluorescéncia em 575nm e 578nm. Este ensaio avalia a atividade antioxidante através da
inibicdo da oxidagdo, induzida pelo radical peroxil, por transferéncia de atomos de
hidrogénio. A atividade antioxidante das substancias ¢ determinada através da diferenca

entre a area da amostra subtraida pela area do branco, mensurada pelo decaimento da
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fluorescéncia com a adi¢dao da substancia antioxidante no decorrer do tempo. Todas as
andlises foram feitas em triplicata.

Utilizando trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) em
concentragdes conhecidas, uma curva padrao ¢ gerada e a atividade ORAC da amostra
calculada. O resultado foi expresso em unidade de ORAC ou equivalentes de trolox, o
qual corresponde a quantidade de trolox em micro mols que tem a mesma atividade

antioxidante de um litro da solu¢ao testada.

5.4 Determinagdo de compostos fenolicos totais

Para analise de teores de compostos fendlicos totais de cada um dos extratos foi
aplicado o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, conforme previamente
descrito por Singleton e Rossi (1965). Aliquotas de 0,25 ml a 1 ml dos extratos
obtidos anteriormente, foram transferidas para tubos de ensaio, adicionando-se 2,5ml do
reagente Folin Ciocalteau, diluido em 4dgua na proporcao 1:10. Seguido por repouso de 3
a 8 minutos. E entdo foi unido a 2ml de carbonato de sdédio (Na2CO3) 4% e novamente
os tubos deixados em repouso por 2 horas, ao abrigo da luz. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro a 760nm e a quantificacdo realizada por curva padrao de acido gélico.
A 4gua destilada foi usada como branco. E os resultados expressos em mg de equivalentes

de acido galico (EAG) /100 mg de extrato.

5.5 Cultura de células e protocolo de tratamento

As células de adenocarcinoma de prostata (DU145) foram obtidas a partir do
Banco de células do Rio de Janeiro. Sendo o cultivo desta linhagem em meio RPMI —
1640 alta glicose, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina, pH
7,4, sob atmosfera de 5% de CO2. Para cada experimento, as células foram plaqueadas
(aproximadamente 10* células/cm?) em placas de 6 pogo (9,6 cm?) € 96 pogos (0,33 cm?),

para analises de ciclo celular, apoptose e viabilidade celular, respectivamente.

5.5.1 Incubagao dos compostos na linhagem celular de prostata
As células de adenocarcinoma de prostata sofreram tratamento com os extratos
nas concentragdes de 100, 1000, 2500, 5000pug/ml de extratos e tempo de incubacdo de

24 e 48 horas para ensaio de viabilidade celular; e nas concentracdes de 1000 e 2500png/ml
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de extratos com tempo de incubagao de 48 horas para ensaios de apoptose e ciclo celular.
Sendo assim, as células foram incubadas com o extrato aquoso e etandlico 80% de
tamarillo, dissolvidos em meio de cultura. Apds a incubagdo, o processo ocorreu de

acordo com cada um dos ensaios realizados.

5.5.2 Ensaio de viabilidade e proliferagdo celular (MTT)

Este ensaio foi realizado conforme descrito por Mosman (1983) pelos ensaios de
MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazdlio). Apds tratamento com
o extrato de agua e etanol 80% de tamarillo, em suas diferentes concentragdes (100, 1000,
2500, 5000png/ml), e tempos de 24 / 48 horas, foram adicionados a cada poco 200puL de
solugdo de MTT (5 g/L). Passadas 2 horas de incubagao com MTT, o meio foi removido
e 200 pL de dimetilsulféxido (DMSO) adicionados para dissolver os cristais de formazan
produzidos. A leitura realizada em leitor de ELISA no comprimento de onda de 595 nm.
Sendo taxa de inibi¢do da proliferagdo celular (CPIR) expressa em percentual e calculada
através da seguinte formula:

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

5.5.3 Analise de ciclo celular

Ap0s a incubagdo das células de prostata na presenga e auséncia dos extratos de
tamarillo, em concentragdes de 1000, 2500ng/ml por 48h, foram rapidamente lavados
com solug¢do tamponada (CMF). E destacadas com auxilio de tripsina em temperatura
ambiente. A andlise de ciclo celular foi realizada utilizando ensaio com iodeto de propidio
(PI). As células foram ressuspendidas em 500ul. de solu¢do fria de Vindelov
(VINDELOV, 1977), contendo 0,1% de Triton X-100, 0,1% de RNase e 50pg/mL PI
(Sigma). Apds incubagdo por 15 minutos, a suspensao celular foi analisada para contetido
de DNA em citometro de fluxo (FACScalibur BD Biosciences). As células com contetido
menor de DNA que G1 na distribui¢do do ciclo celular foram contadas como células
hipodiploides (subfase GO/G1). As proporgdes relativas de células com contetido de DNA
indicativo de apoptose (subfase GO/G1, <2n), GO/G1 dipléide (2n), S (fase>2n, mas <4n),
e fase G2/M (4n) foram adquiridos e analisados utilizando CellQuest e FlowlJo,
respectivamente (SUN, K.; WANG; HUANG, 2006). A percentagem de populagdo de

células em uma fase especifica foi estimada com FlowJo software.
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5.5.4 Avaliagdo da inducdo de apoptose

O numero correspondente de células em morte celular (apoptose ou necrose) foi
obtido por meio do ensaio de exteriorizagdo da fosfatidilserina através de citometria de
fluxo, como relatado por Bucchieri et al. (2002). As células de adenocarcinoma de
prostata foram incubadas na presenca e auséncia dos extratos em concentragdes de 1000
e 2500ug/ml por 48h. Apos este tempo, o meio ¢ descartado e as células lavadas
rapidamente com solu¢do tamponada (CMF), utilizando tripsina em temperatura
ambiente para auxiliar a soltar as células dos pocos. A deteccdo do percentual de células
em apoptose/necrose foi analisada por citometro de fluxo utilizando o software Cell Quest
iPro. A fluorescéncia verde do FITC ¢ mensurada a 530+30nm (detector FL1) ¢ a
fluorescéncia vermelha do PI ¢ mensurada a 585+42nm (FL2). A partir das marcagdes ¢é
possivel estabelecer os seguintes parametros: células vidveis para anexinaV negativa e PI
negativo; apoptose inicial para anexina V positiva e PI negativo; apoptose tardia para
anexina V positiva e PI positivo; e morte ndo apoptdtica para anexina V negativa e PI

positivo (LI et al., 2017).

5.6 Andlises Estatisticas

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo e as andlises realizadas
em triplicata (n=3). Os dados experimentais obtidos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas através de pds teste de Tukey ao nivel de

5% de probabilidade, utilizando-se o programa GraphPad Prism 5.

6. Resultados e Discussoes

6.1 Fenolicos totais e atividade antioxidante

Mediante analise de compostos fenodlicos totais do extrato aquoso (EA) e do
extrato etanolico (EE) de tamarillo foi possivel identificar que o etanol a 80% foi o
solvente capaz de extrair melhor tais compostos (1191,78+28,16 mg AGE/100g; p< 0.05)
comparado ao extrato aquoso (1034,64+46,99 mg AGE/100g extrato) (Figura 7).
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Figura 7. Teor de compostos fenolicos totais em extrato de tamarillo utilizando como

solvente etanol 80% (EE) e 4gua (EA). (*) representa diferenga significativa com p<0,05.

Observa-se que os teores de compostos fenolicos totais encontrados no presente
estudo sdo superiores aos comparados a trés diferentes cultivares de tamarillo: Mulligan
(874,09 mg AGE/100g), Laird’s Large (707,04 mg AGE/100g) e Amber (678,98 mg
AGE/100g) (DIEP, POOK, YOO, 2020). A variedade Amber, a Ginica amarela dentre as
citadas, apresentou o menor teor de fenolicos totais, semelhante ao ja observado em outros
estudos onde tamarillos de coloracdo vermelha e roxa possuem maior quantidade destes
compostos (MERTZ et al., 2009; VASCO et al., 2009; ESPIN et al., 2016; DIEP, POOK,
YOO, 2020).

As variagdes de teores fenolicos ocorrem ndo somente pela diferenga entre
cultivares como também demonstram a influencia dos solventes e da metodologia
utilizada para extragcdo. Deste modo, a associacdo dos solventes etanol 80% ou dgua em
banho de ultrassom utilizados neste estudo permitiu uma melhor extragdo de compostos
fenolicos deste fruto do que em estudos previamente citados, como: extragdo de metanol
50% seguida por acetona 70% (VASCO, RUALES, KAMAL-ELDIN, 2008; DIEP,
POOK, YOO, 2020). Metodologia semelhante a aplicada neste estudo foi realizada nas
frutas amazonicas: uxi, abrico e camapu (LIMA et al., 2020). Os teores de fendlicos totais
(mg AGE/100g) para as trés frutas citadas foram de 701,839, 556,105, e 237,39,
respectivamente. Ressalta-se que ambos os extratos bioativos de tamarillo analisados no
presente estudo apresentaram maiores teores de fenolicos totais quando comparados aos

das frutas amazonicas.
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A partir dos resultados obtidos no presente estudo, o tamarillo poderia ser
considerado um fruto de alto teor de compostos fenolicos totais, estando na faixa acima
de 500 mg AGE/100g conforme sugerido por Vasco, Ruales, Kamal-Eldin (2008). Vale
ressaltar que o estudo citado também avaliou o teor de fendlicos para tamarillo
classificando-o como de baixa quantidade; corroborando as possiveis variaveis para esta
extracdo e analise. Em comparagdo a algumas frutas brasileiras, a quantidade de fenolicos
totais presentes em EE foi superior a goiaba (1152 mg AGE/100g), graviola (817 mg
AGE/100g), manga (721 mg AGE/100g) e abacaxi (321 mg AGE/100g). No entanto,
possui menor teor de fenolicos totais do que acerola (12466 mg AGE/100g) e agai (1808
mg AGE/100g) (PAZ et al., 2015).

Recentemente observou-se diferenga entre os valores de fenolicos totais em trés
variedades de tamarillo (Amber, Laird’s Large e Mulligan) em funcdo da metodologia
utilizada. Os fenolicos foram quantificados através de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (LC-MS) e pelo método Folin-Ciocalteau. Tal diferenca deve-
se ao fato do método Folin-Ciocalteau detectar compostos fendlicos livres, enquanto que
a cromotografia ¢ capaz de medir compostos fenolicos glicosilados e ligados a ésteres,
porém apenas compostos identificados sdo quantificados. Dentre as polpas, o melhor
resultado obtido foi para variedade Mulligan 126,6 mg/100g e 874,9 mg AGE/100g para
os métodos LC-MS e Folin-Ciocalteau, respectivamente. Relagdo positiva entre
compostos fendlicos e atividade antioxidante também foi relatada (DIEP, POOK, YOO,
2020). Os resultados supra citados foram inferiores aos obtidos para ambos os extratos
de tamarillo deste trabalho, comparado ao mesmo ensaio de Folin-Ciocalteau.

A atividade antioxidante dos extratos de tamarillo foi avaliada por diferentes
métodos e os resultados estdo apresentados a seguir na tabela 3. Os métodos utilizados
foram DPPH, ABTS, FRAP ¢ ORAC; uma vez que nao ha um método tnico e universal
para determinar a atividade antioxidante em alimentos, a associag@o entre eles busca uma
avaliagdo mais proxima da realidade. Isto se deve gracas a matriz complexa dos alimentos

e limitag¢des de cada ensaio.
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Tabela 3. Atividade antioxidante dos extratos de tamarillo por diferentes métodos.

DPPH ABTS FRAP ORAC
pmol trolox g-1 pmol trolox g-1 pmol sulfato ferroso/g pmol trolox g-1
Extrato Aquoso 340,07+29,88" 548,40+81,49* 71,95+0,65* 1948 +493,1*
Extrato etanol 80%  514,90+49,02°  534,20+26,58" 150,35+4,42° 2715 + 592,7°

Resultados expressos como media + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
representam diferenca significativa com p<0,05.

Utilizando os métodos DPPH e FRAP foi observada uma maior atividade
antioxidante (p<0,05) para EE (514,90+49,02 umol trolox g-1 e 150,35+4,42 umol trolox
g-1, respectivamente) em comparacao a EA (340,07+£29,88 umol trolox g-1 e 71,95+0,65
umol trolox g-10). Similarmente, foi observada maior atividade antioxidante (p<0,05) do
EE (2715 £ 592,7 umolTE/g) quando comparado a EA (1948 + 493,1 umolTE/g) pelo
método de ORAC. Estes resultados indicam que provavelmente os principais compostos
associados a atividade antioxidante do tamarillo possuem maior afinidade e sdo melhor
extraidos por solventes organicos, como no caso do extrato etandlico. Ja o método ABTS
ambos os extratos apresentaram alta atividade antioxidante e sem diferenca significativa
entre eles (EA: 548,40+81,49 umol trolox g-1; EE: 534,20+£26,58 pumol trolox g-1), isso
se da ao fato do radical ser soluvel em meio organico e aquoso. Um viés deste método ¢é
o fato do radical ABTS ndo ser encontrado naturalmente, e sim a partir de uma reagao
quimica, assim ndo seria uma representagdo de um sistema in vivo. De modo geral, os
maiores resultados de atividade antioxidante encontrados neste estudo estdo associados
aos métodos que sdo baseados em captura de radicais livres (DPPH, ABTS e ORAC). Ou
seja, a atividade antioxidante dos extratos de tamarillo estd mais relacionada a sua
capacidade de doar elétrons do que potencial de reduzir metais (como FRAP).

Espin et al. (2016) avaliou a atividade antioxidante em 4 variedades de tamarillo,
sendo 2 de coloracdo roxa e outras 2 amarela. Para os trés métodos utilizados, FRAP,
ABTS e DPPH, foram obtidos resultados inferiores aos apresentados neste trabalho,

contabilizando as variagdes dentre os cultivares com destaque positivo para os de cor roxa
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(10-50 pmolTE/g, 22-89 umolTE/g, 202-325 pumolTE/g, respectivamente). Outro estudo
também observou por FRAP uma maior atividade antioxidante para tamarillo de
coloracdo roxa (72,14 umolTE/g), assim como maior teor de antocianinas (DIEP, POOK,
YOO, 2020).

Em relacdo a DPPH, os resultados neste trabalho apresentam valores superiores a
outras frutas da regido dos Andes como: babaco (166,55 umolTE/g), naranjilla (108,47
umolTE/g) e tuna (39,71 pumolTE/g). E inferior a maracuja-banana (3361,77 pmolTE/g),
goiaba (739,24 pumolTE/g), e maracuja-doce (517,30 pumolTE/g) (PEREZ-
BALLADARES et al, 2019).

O ensaio de ORAC demonstrou os maiores valores de atividade antioxidante para
extratos bioativos de tamarillo dentre os demais ensaios, com destaque para EE frente a
EA (2715 £592,7 e 1948 + 493,1 umol trolox g-1, respectivamente). Considerando que
esta analise mede a capacidade antioxidante em sequestrar radicais peroxil e que estes
radicais estdo associados a oxidacdo lipidica, podemos sugerir que EA e EE possuem
efeito protetor a peroxidagdo lipidica. Tal beneficio j& foi anteriormente descrito
associado ao acido rosmarinico, um dos principais acidos fendlicos presentes no tamarillo
(MUSHTAQ et al., 2014; FERNANDO et al., 2016). No presente estudo foram obtidos
valores superiores aos demonstrados por Espin et al. (2016) e Mertz et al. (2009) que
utilizaram acetona 70% e metanol 75% em variedades de tamarillo.Vale ressaltar que o
ensaio de ORAC contempla compostos hidrofilicos e lipofilicos, além de utilizar um
radical naturalmente presente nas células.

A tabela 4 faz uma comparagao da atividade antioxidante por ensaio de ORAC
entre os extratos de tamarillo produzidos neste trabalho e algumas frutas e extratos
encontrados na literatura. Demonstrando maior potencial antioxidante para os extratos de

tamarillo perante os demais citados.
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Tabela 4: Atividade antioxidante por ORAC de extratos de tamarillo e demais frutas.

Fruto Extrato ORAC
pmol TE/g
Tamarillo aquoso 2715 £ 592,7*
etanol 80% 1948 + 493,1*
Jua - 26,77 £ 0,041
Manga - 3,27 £ 0,40?
Acerola - 69,79 + 3,992
Uxi aquoso 14,33 £1,36°
etanélico 15,04 + 0,843
Camapu aquoso 12,30 + 1,153
etanélico 11,15+ 0,423
Abrico aquoso 5,17 £ 0,56°
etandlico 8,88+ 0,523

Cereja acetona 80% / metanol 70% 59,45 £ 9,78*
Kiwi acetona 80% / metanol 70% 12,62 +1,32*

Blueberry acetona 80% / metanol 70% 48,26 +6,49*

Fonte: 'OLIVEIRA et al., 2020; 2BATISTA et al., 2018; ’LIMA et al., 2020; *“WOLFE
et al. 2008. (*) Dados do presente estudo.

6.2 Atividade antiproliferativa em linhagem de célula

Estudos a respeito de tamarillo e sua atividade antiproliferativa em linhagens de
células ainda sdo escassos. Da mesma forma, os mecanismos associados a tais efeitos
limitam-se a correlagdes a partir do conteido de compostos bioativos presentes neste

fruto.

6.2.1 Ensaio de viabilidade celular

Para avaliar se o tratamento com extratos de tamarillo eram capazes de afetar a
viabilidade de células DU145 foi realizado o ensaio de MTT, a partir da leitura de células
sobreviventes ao tratamento em comparacao as células ndo tratadas. A seguir, na Figura

8, podemos observar os resultados deste ensaio.
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Figura 8. Efeito do tratamento de extrato etanol 80% (EE) e aquoso (EA) de tamarillo sobre
a viabilidade de células de linhagem de cancer de prostata DU145 ap6s 24h (A. e B.) e 48h
(C. e D.) de incubacdo. CT: controle. (*) indica diferenca significativa (p< 0,05) comparado
ao controle. (**) indica diferenga significativa (p< 0,05) comparado ao controle e as demais
concentragdes que haviam apresentado redugdo de viabilidade.

O EA apds 24h de tratamento apresentou reducdo significativa da viabilidade
celular a partir das concentragdes de 1000pug/ml (Figura 8, A). Em contrapartida, EE ndo
apresentou efeito na viabilidade celular apos 24h de tratamento (Figura 8, B). Apos 48h
de tratamento, ambos os extratos de tamarillo apresentaram efeito na reducao de células
DU145 viaveis. Assim, podemos observar maior diminui¢do de viabilidade celular nas
concentragdes a partir de 2500pug/ml de EE e EA (Figura 8, C e D).

A capacidade de reducdo da viabilidade celular maxima obtida para o EE na
concentragdo de 5000ug/ml (45,73% + 7,68) apds 48h (Figura 8, D) foi semelhante a
observada para EA nas concentragdes de 2500ug/ml e 5000pug/ml, 32,27% + 17,26 ¢
34,66% + 17,02, respectivamente (figura 8, C). Logo, EA ¢ capaz de apresentar reducgdo
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da viabilidade celular em DU145 a partir de 24h de tratamento a partir da concentragao
1000pg/ml e apds 48h apresenta melhor resultado em menor concentragdo do que EE.

A seguir (figura 9) estdo apresentadas microscopias das células apos a exposicao
ao EA e EE nas concentragdes que se destacaram nos graficos anteriores (figura 8), em
24 e 48H, comparados aos respectivos controles. Apos 24h de tratamento com EA foi
possivel observar diminui¢do aparente e significativa da viabilidade celular na
concentragdo de 1000pg/ml (figura 9, B.) em comparagdo ao controle (figura 9, A.),
conforme relatado anteriormente. As demais concentra¢des de EA nado estdo
representadas nesta figura pois ndo apresentaram diferenca significativa. Em
contrapartida, para exemplificar a diferenca entre EA e EE nas 24h temos em figura 9, C.
a representacdo da auséncia de efeito de EE na mesma concentracdo de 1000pug/ml. Ja
apos 48H de tratamento com EA (Figura 9, E. e F.,) e EE (Figura 9, G. e H.), podemos

observar importante reducdo de células viaveis em comparagdo ao controle (figura 9, D.).

A i D.

Figura 9. Imagens de microscopia (20x) de ensaio de viabilidade celular MTT de
células DU 145. A. Controle ap6s 24h. B. Extrato aquoso (EA) 1000pg/ml ap6s 24h.
C. Extrato etanol 80%(EE) 1000pug/ml apds 24h. D. Controle apos 48h. E. EA
2500png/ml apds 48h. F. EA 5000pug/ml apos 48h. G. EE 2500ug/ml apo6s 48h. H. EE
5000pg/ml apos 48h.
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A utilizagdo de extrato de tamarillo no tratamento de outras linhagens de células
cancerosas foi previamente descrito. A viabilidade de adenocarcinoma de mama (MDA-
MB231) e hepatico (HepG2) foi reduzida por extratos de tamarillo, obtidos com
diferentes solventes, de modo dose dependente. No estudo citado, o melhor resultado
observado foi em extrato de etanol bruto ap6s 72h de tratamento e de modo dose
dependente com valores de IC50 de 30 e 80 pg /ml para HepG2 e MDA-MB231,
respectivamente. Tal efeito ndo foi observado em células normais de fibroblastos de ratos
(3T3). Podemos dizer neste caso que o extrato de tamarillo apresenta citotoxicidade
seletiva ndo causando danos a células normais (MUTALIB et al, 2016; 2017).
Polissacarideos extraidos da parte comestivel de tamarillo por micro-ondas (MAE)
apresentaram reducdo da viabilidade apds o tratamento por 48h com doses entre 0,05-1
mg/ml de maneira dose dependente nas células de cancer de mama, pulmao e figado
(SENTHIL KUMAR, SIVAKUMAR, RUCKMANI, 2016). Vale ressaltar como
variaveis as linhagens celulares, solventes e o tempo de tratamento dos estudos para
justificar as diferencas observadas.

De modo geral, os extratos de tamarillo foram capazes de reduzir
significativamente a viabilidade de células de cancer de prostata DU145 em suas maiores
concentragdes e com melhor resposta apds maior tempo de exposi¢do ao tratamento.
Resultado semelhante foi observado em mesma linhagem DU145 para café em torra
média (43.19% £ 5.52) e escura (38.45% + 5.00) (MONTENEGRO et al. 2021). No
entanto, apesar de notoria reducao de viabilidade das células DU145, estes resultados sao
inferiores aos achados previamente na literatura. Como os descritos por Amir et al. (2019)
que para mesma linhagem de células DU145, os extratos de 6leo de semente, suco e casca
de roma apresentaram redu¢ao de viabilidade a partir do IC50 de 0,12, 0,36 e 0,42 mg/mL,

respectivamente.

6.2.2 Ciclo celular

A avaliacdo do ciclo celular permite conhecer se héa estadiamento do processo de
duplicacdo celular e em qual fase ele ocorre. O aumento do niimero de células em
determinada fase apds um tratamento, seja com medicacdo ou como neste caso um
extrato, significa que este permitiu a parada do ciclo celular naquela fase. As

concentragdes selecionadas para este ensaio e posteriormente para ensaio de apoptose
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foram 1000pg/ml e 2500pug/ml pois em ensaio de “screening” nao foi possivel avaliar as
células na concentracao de 5000pg/ml.

A tabela 5 demonstra que EA, nas concentragdes de 1000pg/ml e 2500pg/ml,
permitiu aumento do percentual de células na fase subGO/G1. Esta fase ¢ caracterizada
pela presenca de fragmentos de DNA e as células com baixo contetido de DNA tem sido
considerada em processo de morte celular (POMPILHO et al., 2013; HIRSCHI et al.,
2010; CAPPELL et al., 2016; DERITEI et al., 2019). Enquanto que a exposicao ao EE
ndo provocou alteracdo na fase SubG0/Gl1.

Houve redugao significativa do percentual de células em fase GO/G1 em resposta
ao tratamento com ambos os extratos. Partindo de 71,33+2,55% de células para
41,99+3,19% e 55,85+3,93% na concentracdo de 2500ug/ml para EA e EE,
respectivamente. Resumidamente, na fase GO/G1 as células podem seguir pelos seguintes
caminhos: responder a estimulo extracelular e iniciar o processo do ciclo celular; ou
manter-se em periodo quiescente; ou seguir para apoptose em caso de dano de DNA.
Quanto a fase S, onde ocorre a replicacio do DNA, ambos os extratos de tamarillo ndo
provocaram alteracdo em comparagao ao controle.

Em relacdo a fase G2/M, os extratos de tamarillo aquoso e etanol 80%, na
concentragdo de 2500ng/ml, permitiram que o percentual de células nesta fase pelo menos
dobrasse de valor em comparacdo as ndo tratadas. Deste modo, podemos considerar que
os extratos de tamarillo causaram parada do ciclo em G2/M. O fato dos extratos de
tamarillo pararem o ciclo na fase G2/M permite prevenir que células com DNA danificado
entrem em divisdo. Este efeito pode estar associado a alguns compostos presentes em
tamarillo, como 4cido rosmarinico, por exemplo. Na literatura ja foi descrito para este
composto a reducdo de ciclina B, referente a formagao de fusos mitéticos; e supressao da
expressao de FOXMI, fator de regulacdo da expressdo génica nas fases G1/S e G2/M que
promove a proliferacdo e migragdo celular (LUO et al., 2020; LIM et al., 2020).
Similarmente, outro composto que ja demonstrou provocar parada de ciclo em G2/M foi
o acido clorogénico. Entre seus mecanismos em linhagens celulares podemos citar a
elevagdo da expressdo do gene SUMO1 (Small Ubiquitin Like Modifier 1) promovendo
regulacdo negativa da familia miR-17 (microRNAs associados a oncogénese) e positiva

de p21 (proteina que permite interrup¢ao do ciclo celular) (HUANG et al., 2019; ZHOU
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et al., 2021). Adicionalmente a parada de ciclo, pode-se dizer que EA também aumenta
fragmentacao celular conforme citado anteriormente em relacdo a SubG0/G1.
Tabela 5. Efeito do tratamento de extrato etanol 80% (EE) e aquoso (EA) de tamarillo
sob o ciclo celular de linhagem de cancer de prostata DU145 apds 48h de incubagao.
SubG0/G1 Go/G1 S G2/M
CT - 1,68+0,53  71,33+2,55 13,45+2,52 11,12+2,57
~ EA 1000 2,01+0,47% 67,97+580 14,31+2,79 13,74+1,44
(ug/mL) 2500 7,15+3,47** 41,99+3,19* 12,02+4,40 38,84+4,84*
~ EE 1000 1,5740,09  70,14+3,60 13,59+4,81 14,70+1,57
(ng/ml) 2500 1,95+0,23  55,85+3,93* 15,76+4,15 25,71+6,45*

CT - controle. Extrato etanol 80% (EE) e aquoso (EA). *p<0,05/ **p<0,01.

O tratamento em células de leucemia mieldide com betacaroteno sugeriu
tentativa de reparagdo de dano no ponto de checagem; enquanto que em células de
adenoma hipofisario reduziu ciclina A, importante regulador que ao se ligar em quinases
dependentes de ciclinas (Cdk) as tornam enzimas funcionais e assim permitiriam
seguimento da progressao do ciclo celular (PALOZZA et al., 2002; AKCAKAYA et al.,
2017). Além disso, a doxorrubicina, quimiterapico amplamente utilizado em diversos
tipos de cancer, também apresentou diminuicdo de células na fase G0/G1, parada do ciclo
celular na fase G2/M em linhagens variadas de cancer, e em células de cancer de mama
(MCF-7) o estadiamento na fase G2/M foi associado a inativa¢ao concomitante dos genes
supressores de tumores pS3 e RB1(KIM, LEE, KIM, 2009; YANG et al., 2016; HUUN,
J.; LONNING, P. E.; KNAPPSKOG, 2017; ZHU et al., 2017).

Alguns estudos tem demonstrado associagdo positiva entre o aumento do
numero de células em G2/M e promocgao de morte celular, principalmente com aumento
em SubG0/G1 (WEIR et al., 2007; ROZENBLAT et al., 2008; LUO et al., 2020). Para
confirmar a morte celular induzida por extratos de tamarillo, foi realizado o ensaio de

apoptose anexina/PI.

6.2.3 Ensaio de apoptose
Para avaliar se o tratamento com extratos de tamarillo eram capazes de promover
a apoptose de células DU145 foi realizada a citometria de fluxo. Vale relembrar os

seguintes parametros para as marcacdes: células viaveis para anexinaV negativa e PI
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negativo; apoptose inicial para anexina V positiva e PI negativo; apoptose tardia para
anexina V positiva e PI positivo; e morte ndo apoptotica para anexina V negativa e PI

positivo (LI et al., 2017). Os resultados estao dispostos na figura 10 e tabela 6.
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Figura 10. Efeito do tratamento de extrato etanol 80% (EE) e aquoso (EA) de tamarillo
avaliado pelo ensaio anexina/PI em linhagem de cancer de prostata DU145 apos 48h
de incubagdo. A. Controle. B. EA 1000pg/ml. C. EA 2500ug/ml. D. EE 1000pg/ml. E.
EE 2500pug/ml. F. Grafico repesentando aumento relativo de apoptose apds exposi¢cao
de 48h a EE e EA. (p< 0,05).

Na figura 10 podemos observar que os tratamentos com EA e EE apds 48H
promoveram diminui¢ao das células vidveis em comparagdo com as células ndo-tratadas
(controle) indicando morte celular, além de um aumento relativo na indugao de apoptose.
Ambos os extratos estdo associados a apoptose tardia, tendo sido observado pequena
parcela em fase inicial de apoptose. EA foi capaz de promover aumento de apoptose
inicial e tardia em células DU145 nas concentragdes de 1000pug/ml (15,80+2,38% e
35,43+4,15%, respectivamente) e 2500upg/ml (3,77+1,05% e 70,23+1,92%,

respectivamente). Também induziu morte ndo apoptotica em até 32,20+2,76% para
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1000pg/ml em comparacao aos 8,31+2,76% do controle. Ainda referente a morte ndo
apoptotica a concentragdo de 2500pg/ml EA também apresentou considerdvel percentual
de células neste estado (21,93+2,43%). Considerando o EE observamos também aumento
de apoptose inicial e tardia em células DU145 nas concentragcdes de 1000pg/ml
(12,264+2,24% e 7,85+2,51%, respectivamente) e 2500pg/ml (35,43+4,15% e
79,83+1,14%, respectivamente). Em relagdo a morte ndo apoptdtica ocorre fato
semelhante ao EA, onde maior percentual (32,13+2,7%) ¢ observado para concentragdo
de 1000pg/ml em comparagdo ao controle (8,31+2,76%) e a concentragdo de 2500png/ml
(7,30+2,88%). Destaque para EE que apresentou aumento relativo de apoptose superior
a EA, na concentracdo de 2500ug/ml. Pode-se dizer que os extratos de tamarillo
apresentaram carater citotoxico para estas células de cancer de prostata o que seria
benéfico ao ser humano tendo em vista os danos que tais células trazem ao organismo.
No entanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar citotoxicidade em células normais.

Tabela 6. Efeito do tratamento de extrato etanol 80% (EE) e aquoso (EA) de tamarillo em
células de linhagem de cancer de prostata DU145 apos 48h de incubagdo.

Células Apoptose Apoptose Células nao
Grupo vidveis inicial tardia apoptoticas
(anexinaV - e PI-) (anexinaV +e PI-) (anexinaV + e PT+) (anexinaV - e PI+)

CT - 90,70+3,33 0,41+0,17 0,59+0,47 8,3142,76

EA 1000 16,60+1,52%  1580+2,38%%  3543+4,15%  32,20+2,76%*
(ng/mL) 2500 4,07+3,18%*  3,77+1,05%  70,23+1,92%%  21,93+2,43%
~ EE 1000 1798+2,65%  12,2642,24%*  37,68+3,02%  32,1332,75%*
(ug/ml) 2500  5,04+1,14%%  7,85+2,51%  79,83+1,14%*  730+2,88*

CT — controle. *p<0,05/ **p<0,01

Mutalib et al. (2016; 2017) ja haviam encontrado efeito anticancer em extrato cru
de tamarillo e extratos utilizando como solventes etanol, n-butanol, acetato de etila e agua;
sob linhagens de cancer de mama e hepatico. Efeito este seja por inducdo a apoptose como
redug¢do da viabilidade destas células. Em contrapartida, o tratamento ndo provocou
alteracdo nas células normais analisadas (fibroblastos) a partir das concentracdes
estudadas. No entanto, as concentragdes utilizadas por Mutalib et al. foram inferiores as
do presente estudo e em linhagens celulares diferentes. Também em células de cancer de

mama, hepatico e adicionalmente, cancer de pulmao, o tratamento com polissacarideos
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extraidos de tamarillo foi observado aumento significativo de apoptose nessas linhagens
celulares demonstrando efeito citotoxico (SENTHIL KUMAR, SIVAKUMAR,
RUCKMANI, 2016).

Alguns dos mecanismos sugeridos a indug¢do de apoptose podem estar
relacionados ao &cido clorogénico, composto presente no tamarillo. Como a redugdo do
potencial de membrana mitocondrial; aumento da expressao de BAX (pré-apoptdtica) e
reducdo de BCL-2 (anti-apoptdtica); e aumento da ativacdo de vias da caspase-3
(principal proteina reguladora de apoptose) (YANG et al, 2012; YAMAGATA et al.,
2017). Em relagdo as antocianinas, estas podem regular positivamente caspases 3¢ 9, e a
inducdo da autofagia em determinados tipos celulares (envolvendo vias de sinalizagdo de
mTOR e AMPK). Recentemente foi atribuido a delfinidina alteracdo do potencial de
membrana mitocondrial, inibi¢do da expressdo de proteinas anti-apoptoticas e inducao de
BAX, caspases -3,8 ¢ 9, citocromo C em células de cancer de colon; levando ao caminho
de apoptose celular (RIAZ et al. 2016; CHEN et al. 2018; ZHANG et al. 2018, ZHANG
etal.2021).

Estudos vem demonstrando que a interrupg¢do no ciclo celular e indugdo a
apoptose podem tornar celular cancerosas mais sensiveis a radioterapia e quimioterapia
RYU et al., 2018; ZHANG et al., 2018). Sendo assim, os extratos de tamarillo poderiam
trazer beneficios para o tratamento do cancer de prdstata em conjunto com as terapias
tradicionais. No entanto, mais estudos sdo necessarios para tal afirmativa, além de
mecanismos de acdo e estudos clinicos para melhor elucidagdo e comprovagdo de

eficacia.

7. Conclusao

Os extratos bioativos de tamarillo apresentaram importante atividade antioxidante
in vitro. Destaque para o extrato de etanol 80% que apresentou maior teor de compostos
fenolicos e atividade antioxidante na maioria dos ensaios utilizados. Quanto a atividade
antiproliferativa, ambos os extratos foram capazes de reduzir a viabilidade celular de
modo dose e tempo dependente. Além de provocarem a parada do ciclo celular na fase
G2/M na concentracdo de 2500ug/ml e induzir a apoptose em células de cancer de
prostata (DU 145) a partir da concentragdo de 1000pg/ml. Com estes resultados

esperamos que o presente estudo venha a contribuir no campo da Ciéncia dos Alimentos
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apresentando dados sobre atividade antioxidante de extratos de tamarillo com dois tipos
diferentes de solventes e seu efeito em células de cancer de préostata. Bem como contribuir
na identificagdo do mecanismo de acdo dos extratos de tamarillo frente as fases de
desenvolvimento e morte celular. Além de incentivar o consumo de tamarillo visando
beneficios a satide. Estudos avaliando os efeitos e mecanismos do tamarillo em linhagens

de células cancerosas ainda sdo escassos. Mais estudos neste rumo se fazem necessarios.
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