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RESUMO

O cancer cervical, causado pela infeccéo persistente por tipos de HPV de alto
risco oncogénico, tem uma incidéncia de 604 mil novos casos e 341 mil mortes por
ano. A alta mortalidade e a resisténcia a multidrogas presentes nas células do
cancer reforcam a necessidade da obtencdo de novos tratamentos seguros e
eficazes para essa patologia. A Myrciaria glazioviana € uma espécie brasileira da
familia Myrtaceae, com algumas atividades biolégicas ja definidas como
antinflamatoria, antimicrobiana e antioxidante. O objetivo do trabalho foi avaliar o
potencial antiproliferativo in vitro dos extratos, fracdes e compostos isolados de M.
glazioviana frente a linhagem de cancer cervical (HeLa). O extrato diclorometano
das folhas de M. glazioviana (MGD) e sua fracdo acetato de etila (MGA), mostraram
uma atividade antiproliferativa seletiva para as células HelLa, com valores de ICso,
obtidos através do ensaio de MTT, de 24,31 e 12,62 ug/mL, respectivamente. Tais
amostras foram capazes de inibir a migracédo das células HelLa através do ensaio
de migracdo celular. Também foi possivel notar que ambas as amostras séo
capazes de ativar as caspases 3 e 7, indicando que atuam induzindo a apoptose
das células tumorais. O perfil fitoquimico das amostras, foi estabelecido por LC-MS.
Foram identificados 10 compostos dentre eles o acido quinico, acido elagico e
guercetrina, 0s quais parecem ter relacdo direta com as atividades observadas.
Através das técnicas de fitoquimica classica foram isolados dois compostos a partir
do extrato MGD?2, identificados como acido 3,3',4,4',5'-penta-metil coruleoelagico e
acido 3,3’4'5,5-penta-metil coruleoelagico, o0s quais possuem atividade
antiproliferativa seletiva para células HeLa com ICso de 3,77 e 2,89 pg/mL,
respectivamente. Andlises por citometria de fluxo indicaram que os compostos
isolados sao capazes de parar o ciclo celular das células HeLa na fase G2/M. Ja as
analises de target fishing indicaram que ambos os compostos possuem a enzima
anidrase carbdnica como alvo molecular. Essa enzima é fundamental para o
processo de carcinogénse ao regular o pH do microambiente tumoral. Logo, a
possivel inibicdo desta enzima pode justificar os resultados obtidos no presente

trabalho.

Palavras-chave: Myrciaria glazioviana, Cancer Cervical, Produtos Naturais, HPV,

Compostos Fendlicos

XV



ABSTRACT

Cervical cancer, caused by persistent infection with HPV types with high
oncogenic risk, has an incidence of 604 thousand new cases and 341 thousand
deaths per year. The high mortality and multidrug resistance present in cancer cells
reinforce the need to obtain new safe and effective treatments for this pathology.
Myrciaria glazioviana is a Brazilian species from the Myrtaceae family, with some
biological activities already defined as anti-inflammatory, antimicrobial and
antioxidant. The objective of this research was to evaluate the in vitro
antiproliferative potential of extracts, fractions and compounds isolated from M.
glazioviana against the cervical cancer lineage (HeLa). The dichloromethane extract
of M. glazioviana leaves (MGD) and its ethyl acetate fraction (MGA) showed
selective antiproliferative activity for HeLa cells, with ICso values, obtained through
the MTT assay, of 24.31 and 12 .62 pug/mL, respectively. Such samples were able
to inhibit the migration of HeLa cells through the cell migration assay. It was also
possible to note that both samples are capable of activating caspases 3 and 7,
indicating that they act by inducing apoptosis of tumor cells. The phytochemical
profile of the samples was established by LC-MS. Ten compounds were identified,
including quinic acid, ellagic acid and quercetrin, which appear to have a direct
relationship with the observed activities. Using classical phytochemistry techniques,
two compounds were isolated from the MGD2 extract: 3,3',4,4',5-penta-methyl
coruleoellagic acid and 3,3'4'5,5-penta -methyl coruleoellagic, which have
selective antiproliferative activity for HeLa cells with ICso of 3.77 and 2.89 ug/mL,
respectively. Flow cytometry analysis indicated that the isolated compounds are
capable of arresting the cell cycle of HeLa cells in the G2/M phase. Target fishing
analyzes indicated that both compounds have the carbonic anhydrase enzyme as
a molecular target. This enzyme is fundamental to the carcinogenesis process by
regulating the pH of the tumor microenvironment. Therefore, the possible inhibition

of this enzyme may justify the results obtained in the present study.

Keywords: Myrciaria glazioviana, Cervical Cancer, Natural Products, HPV,

Phenolic Compounds
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1. INTRODUCAO

1.1 O CANCER, SEUS DESAFIOS NA MEDICINA E OS PRODUTOS
NATURAIS

O céncer corresponde a um conjunto de mais de 100 doengas que possuem
uma caracteristica em comum: o crescimento desordenado de células que acabam
invadindo tecidos e 6rgdos. Essas células dividem-se rapidamente e tendem a ser
agressivas e incontrolaveis, determinando a formag¢do de tumores, que podem
sofrer metéstases e se espalhar para outras regides do corpo. Os tipos de cancer
sdo determinados através do tipo de célula envolvido, bem como a velocidade da
multiplicacéo celular e a capacidade de metéstase (INCA, 2023).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o cancer é a
segunda principal causa de morte no mundo, sendo responséavel por cerca de 9,9
milhdes de mortes em 2020. Destas mortes, cerca de 7 milhdes, ocorrem em paises
de baixa e média renda, locais onde o diagndstico e tratamento sdo muitas vezes
inacessiveis. A maioria dos canceres esta associada a riscos comportamentais e
alimentares, como a obesidade e sedentarismo, baixo consumo de alimentos
saudaveis, tabagismo, consumo de alcool e a exposi¢cdo a agentes infecciosos,
como por exemplo o HPV, e a carcin6genos ambientais, como os raios UV. Os tipos
mais comuns de cancer sdo: cancer de pele ndo-melanoma, prostata, pulmao,
colorretal, estbmago, figado e mama, sendo os Ultimos cinco, as causas mais
comuns de morte por cancer (ROBBINS e COTRAN, 2016; WHO, 2023).

As células cancerosas sdo, em sua grande maioria, resistentes aos
quimioterapicos existentes, fato que contribui para a evolucdo ao 6bito em cerca de
80 a 90% dos casos de cancer em que ha essa resisténcia (YUAN et al., 2017). A

resisténcia a multidrogas das células cancerosas, esta relacionada a proteinas
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especificas, que contribuem para a reducao do nivel de drogas antineoplasicas nas
células, afetando a eficacia do tratamento. Este € o caso da Glicoproteina P, uma
proteina de superficie presente na membrana citoplasmatica, que se liga a
quimioterapicos, como a doxorrubicina por exemplo, desencadeando a hidrélise de
ATP e a mudanca de conformacédo da proteina, o que resulta no efluxo da droga
(ILLMER et al., 2004). Outra caracteristica das células cancerosas resistentes € a
capacidade de desenvolver mecanismos que as protegem contra a citotoxicidade
de farmacos, dos radicais livres e da radiacdo, ou seja, tais células evitam a morte
por apoptose, que € um dos principais mecanismos de acdo dos quimioterapicos
usados atualmente na clinica (YUAN et al., 2017).

Dessa forma, existe a hecessidade de se obter novas drogas antineoplasicas,
gue consigam driblar a resisténcia a multidrogas desenvolvida pelas células
tumorais, obtendo-se resultados eficientes e seguros no tratamento dessa
patologia. Neste contexto, os produtos naturais tém contribuido significativamente
para o desenvolvimento de novos quimioterapicos (BRANDAO et al., 2010).

Dentre os quimioterapicos derivados diretamente dos produtos naturais, pode-
se citar os alcaloides extraidos da Catharanthus roseus, vinblastina e vincristina,
gue sao usados no tratamento de linfoma de Hodgkin, Sarcoma de Kaposi, cancer
de ovario e testiculo e leucemia linfoblastica infantil. H4 também o paclitaxel,
isolado da casca de Taxus baccata e Taxus brevifolia, sendo atualmente indicado
para o tratamento de diferentes tipos de tumores solidos, como o cancer de mama,
de pulméo e ovario, uma vez que atua inibindo o crescimento do tumor atraves da
interrupg&o do ciclo celular (Figura 1) (BRANDAO et al., 2010; WANDERLEY et al.,

2018).



Vimblastina Catharanthus roseus Vincristina

Taxus baccata Paclitaxel Taxus brevifolia

Figura 1: Quimioterapicos derivados diretamente de produtos naturais.

Existem também os quimioterapicos semi-sintéticos, como o Irinotecan e
Topotecam (Figura 2), derivados da Camptotecina, um alcaloide extraido da
Camptotheca acuminata, que atua inibindo a enzima topoisomerase | (POMMIER,
2006; BRANDAO et al., 2010). A camptotecina apresentou em seus estudos pré-
clinicos, toxicidade renal, ja que na urina, devido ao pH &cido, a molécula ativa era
reestruturada causando danos nos tubulos renais. E por esse motivo, foi criado
seus analogos, que nao apresentam toxicidade para os rins e sdo usados para 0

tratamento de cancer de colon, pulméo e ovario (CHABNER e ROBERTS, 2005).



Irinotecan

Camptotecina

Camptotheca acuminata

Topotecan

Figura 2: Quimioterapicos semi-sintéticos, baseados em estrutura natural.

Dessa forma, torna-se evidente que os produtos de origem natural
apresentam uma rica variedade de biomoléculas com atividade antineoplasica. E
gue apesar de existirem diferentes drogas para essa finalidade no mercado, ainda
existe a necessidade de se obter novos tipos de tratamento, jA que o cancer

continua sendo uma patologia extremamente letal.

1.2 O CANCER CERVICAL

O termo cancer cervical ou cancer de colo do utero é utilizado para descrever
um tipo especifico de cancer em que ha o crescimento de tumores na extremidade
inferior do Utero, os quais se desenvolvem a partir de alteragdes celulares anormais
na regido denominada abertura do colo do Utero. A replicacdo desordenada do
epitélio que reveste o o6rgdo, compromete ndo s6 o tecido subjacente, como
também é capaz de invadir outras estruturas e orgaos. Os carcinomas invasores
do colo do utero podem ser classificados em duas categorias: carcinoma

epidermoide (tipo mais incidente — cerca de 90% dos casos — que acomete o epitélio
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escamoso) e adenocarcinoma (tipo raro — cerca de 10% dos casos — que acomete
o epitélio glandular) (INCA, 2023).

A principal causa de lesBes cervicais pré-cancerosas e de carcinomas
cervicais é a infeccao por papilomavirus humano, o HPV, que causa mais de 99%
dos canceres cervicais, representando entédo a infeccado sexualmente transmissivel
mais comum em todo o mundo (CROSBIE et al., 2013; RERUCHA et al., 2018). O
HPV também é o agente infeccioso que mais causou cancer em mulheres do ano
de 2020, com prevaléncia de 660 mil casos (WHO, 2023). Apesar de a maioria das
infeccbes por HPV desaparecerem espontaneamente, as infec¢des persistentes
por HPV de alto risco estdo fortemente relacionadas com o aparecimento de
diversos tipos de cancer como no colo de atero, vulva, vagina, anus, pénis e
orofaringe. Os fatores de risco que contribuem para a persisténcia do virus sao:
imunodeficiéncia, uso prolongado de contraceptivos orais, tabagismo, infecces por
Chlamydia trachomatis e o tipo de HPV envolvido. Os tipos de HPV de alto risco
mais comuns, ou seja, 0s virus considerados provavelmente carcinogénicos, sao
dos tipos 16, 18, 31, 35, 39, 45, 51, 52 e 58, sendo o tipo 16 o mais relacionado ao
cancer cervical (CROSBIE et al., 2013; INCA, 2023).

O HPV é capaz de infectar o epitélio e se replicar em células epiteliais
maduras, interrompendo entéo o controle normal do ciclo celular, levando a divisao
celular descontrolada, bem como o acumulo de dano genético (CROSBIE et al.,
2013). Os estagios iniciais da infecgdo por HPV normalmente sdo assintomaticos,
uma vez que se necessita de muitos anos para que as ceélulas anormais se
desenvolvam em cancer cervical. Portanto, somente nos estagios mais avancados
do cancer do colo de utero, os sintomas mais significativos comegam a aparecer.

Os sintomas incluem sangramento anormal (apos relacdes sexuais, entre periodos
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menstruais e ap0s a menopausa), corrimento vaginal, dor no abdémen e pelve, dor
ao urinar entre outros (COHEN et al., 2019).

Atualmente, o tratamento para o cancer cervical envolve quimioterapia,
radioterapia e intervencao cirdrgica, os quais podem ser empregados de forma
isolada ou em conjunto. O tratamento cirdrgico € usado nos estagios iniciais da
doenca e tem como objetivo remover o cancer e todo o tecido comprometido ao
seu entorno. Nestes casos sdo utilizados trés tipos de intervencdes cirdrgicas:
conizacao (retirada de uma area do colo de utero), histerectomia simples (retirada
do utero) e histerectomia radical (retirada do utero, dos tecidos ao seu redor e dos
linfonodos). A radioterapia € utilizada em todos os estagios da doenca ou apds uma
cirurgia e tem como objetivo destruir as células cancerosas com radiacdo. Ja a
guimioterapia utiliza medicamentos, como a Carboplatina e Paclitaxel, para destruir
o cancer, sendo empregada em varios estagios da doenca incluindo nos casos de

metastase (INCA, 2023; WHO, 2023).

A incidéncia desse tipo de cancer € bastante significativa, com
aproximadamente 604 mil novos casos nho ano de 2020 em todo o mundo, sendo o
qguarto tumor maligno mais comum entre as mulheres, ficando atras do cancer de
mama, colorretal e de pulmao. O cancer cervical também foi responsavel por 341
mil ébitos em 2020 no mundo todo. Em 2040 estima-se que a incidéncia deste tipo
de cancer seja de 798 mil novos casos com cerca de 481 mil 6bitos (INCA, 2023;
WHO, 2023). Portanto, existe a necessidade de desenvolver pesquisas sobre
novos tratamentos para essa patologia. Nesse sentido, os estudos envolvendo a
elucidacdo de compostos de origem natural com atividade anticancerigena, sao
muito bem-vindos, pois representam uma esperanca para a medicina humana e

principalmente para os pacientes, que sofrem diretamente com essa patologia.
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1.3 A IMPORTANCIA DOS PRODUTOS NATURAIS NA
FARMACOLOGIA

Os produtos naturais, sejam eles originados de fontes vegetais, animais ou de
microorganismos, representam um papel fundamental no desenvolvimento da
medicina tradicional, uma vez que tém sido usados pela medicina popular de
diferentes civilizacbes ao longo de diversos anos (NEWMAN e CRAGG 2020).
Segundo registros encontrados na Mesopotamia, datados de 2600 a.C., produtos
naturais de origem vegetal eram usados para o tratamento de diferentes
enfermidades como resfriados e parasitoses. Devido a essas diferentes
propriedades biolégicas, como por exemplo as propriedades antibacteriana,
anticoagulante e anticancerigena, muitos desses produtos naturais, continuam
sendo usados atualmente pela civilizagdo moderna (BORCHARDT,2002), uma vez
gue possuem a capacidade de tratar uma enorme variedade de doencas que
acometem humanos, variando desde doencas como Alzheimer, Parkinson, cancer,
epilepsia, até doencas como rinite alérgica, infec¢Bes fungicas e bacterianas
(NEWMAN e CRAGG 2020).

Portanto, as substancias de origem natural representam uma das mais antigas
fontes de medicamentos para 0 homem. Devido & grande diversidade estrutural de
metabdlitos produzidos pelos vegetais, essas substancias constituem uma fonte
efetiva de potenciais novos farmacos. Dessa forma, muitos medicamentos hoje
comercializados sao derivados diretamente ou indiretamente dos vegetais. No
primeiro caso o principio ativo € isolado dos produtos naturais, ja no segundo caso
0 principio ativo é sintético, mas com grupos farmacofdricos baseados em
estruturas naturais. Com isso, existe atualmente um grande avanco nos estudos

envolvendo a analise fitoquimica e farmacoldgica de plantas medicinais, visando a
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obtencédo de novos compostos com propriedades terapéuticas (CECHINEL FILHO
et al., 1998; NEWMAN e CRAGG 2020).

Os metabdlitos secundarios sdo produzidos pelos vegetais com intuito de
viabilizar a sua sobrevivéncia, como por exemplo, os mecanismos de protecéo
contra predadores e patdégenos. No entanto, ha a producao de diferentes estruturas
quimicas que desempenham atividades biolégicas distintas, contribuindo para a
prevencao e tratamento de diversas enfermidades humanas (CRUZ e KAPLAN;
2004; BERNARDINI et al., 2018). Logo, muitas dessas substancias contribuiram
para o desenvolvimento de medicamentos modernos mais eficientes, como por
exemplo a procaina e o acido acetil salicilico, que sdo amplamente utilizados pela
medicina (PINTO et al., 2002; NEWMAN e CRAGG 2020).

Apesar de produtos naturais possuirem diversas atividades biolégicas, alguns
fatores devem ser levados em consideracéo para que as substancias ativas sejam
isoladas de forma efetiva, podendo entdo alcancar o uso clinico. Esses fatores séo
relacionados a época da coleta, clima e solo em que o vegetal se encontra, 0s
métodos de identificacdo e isolamento de compostos, além dos testes de eficacia
terapéutica (testes pré-clinicos, clinicos e de toxicidade). Além disso as
informacBes sobre o0 uso e o conhecimento tradicional associado as espécies
vegetais representam um bom indicativo de uma possivel propriedade terapéutica,
uma vez que dados na literatura comprovam que é mais provavel encontrar
substancias ativas em plantas ja utilizadas pela populacdo do que em plantas

escolhidas ao acaso (CECHINEL FILHO et al., 1998; SECA e PINTO, 2018).
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1.4 FAMILIA Myrtaceae E O GENERO Myrciaria

A familia Myrtaceae é uma familia de angiosperma, importante pelo seu
tamanho e importancia. Espécies dessa familia estdo distribuidas ao longo de
diversas regibes (tropicais, subtropicais e temperadas) devido seu extenso
potencial adaptativo. Essa familia apresenta elevada riqueza de espécies, com
cerca de 6.000 espécies reunidas em 140 géneros, predominando 0s géneros
Myrciaria, Eugenia e Calyptranthes. Além disso, possui grande importancia na
fitossociologia das florestas do Brasil, como as das regides sul e sudeste (KURTZ
e ARAUJO, 2000; CRUZ e KAPLAN, 2004; SOBRAL et al., 2015).

Espécies dessa familia sdo usadas pela medicina popular, fato que acaba
impulsionando diversas pesquisas sobre suas propriedades biolégicas, como anti-
inflamatdria, citotoxica e antinociceptiva (CRUZ e KAPLAN, 2004; SANDHAR et al.,
2011). Tais propriedades terapéuticas observadas, muitas vezes estdo
relacionadas a compostos bioativos resultantes do metabolismo secundario
vegetal, como os flavonoides, flavonais, taninos e catequinas (SANDHAR et al.,
2011; AVILA et al., 2016; MORESCO et al., 2016).

Um dos géneros predominantes dessa familia é o género Myrciaria, sendo
nativo do Brasil e amplamente distribuido no territério brasileiro e presente nos
biomas: Caatinga, Cerrado, Amazonia, Mata Atlantica e os Pampas. Atualmente
existem nesse género, 25 espécies aceitas (SOBRAL et al.,, 2015; FLORA DO
BRASIL, 2023). Diversos compostos ja foram isolados de espécies do género
Myrciaria, da mesma maneira que atividades biolégicas como antioxidante, anti-
inflamatoria, antibacteriana, antiparasitaria e antifungica, ja foram descritas na

literatura. (PEREIRA et al., 2022).
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1.5 Myrciaria glazioviana

A Myrciaria glazioviana (Kiaersk.) G.M. Barroso ex Sobral, € uma espécie
brasileira, pertencente a Familia Myrtaceae e ao género Myrciaria (Figura 3).
Apresenta folhas com tamanho superior a 60 mm, de forma lanceolada. Os frutos
apresentam formato globoso, uma semente em seu interior e superficie nao glabra,
ou seja, apresenta pelos (SOBRAL et al., 2015; PACHECO-SILVA e DONATO,

2016).

.,
C

Figura 3 — Imagens de M. glazioviana (folhas, frutos e sementes), espécie vegetal
pertencente a familia Myrtaceae. Apresentam folhas lanceoladas ou elipticas e frutos
globosos com pelos em sua superficie e uma semente.

Esta espécie apresenta diferentes sinbnimos como: Plinia glomerata, Eugenia
cabeluda, Eugenia tomentosa e Myrciaria glomerata. Sendo nativa e endémica do
Brasil, encontrada no bioma Mata Atlantica e distribuida no Nordeste, Sudeste e
Sul do pais (Figura 4). Apresenta diferentes nomes populares, dependendo da
regido onde se encontra, como por exemplo: Cabeludinha, Jabuticaba-amarela,
Peludinha e Fruta Cabeluda (BAGATTOLI et al., 2016; PACHECO-SILVA e

DONATO, 2016; FLORA DO BRASIL, 2023).
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Distribuicdo Geografica da Myrciaria glazioviana

[ Estados do Nordeste
- Estados do Sudeste

B  Estados do Sul

¥

Figura 2: Distribuicdo geografica da M. glazioviana. Esta espécie tem ocorréncias
confirmadas nas regides: Nordeste (Alagoas e Bahia), Sudeste (Espirito Santo, Minas
Gerais e Rio de Janeiro) e no Sul (Rio Grande do Sul e Santa Catarina). Adaptado de
FLORA DO BRASIL,2023.

Ha poucos estudos cientificos envolvendo a M. glazioviana. O primeiro estudo
publicado na literatura descreveu um alto teor de acido ascorbico nos frutos dessa
espécie, através do método 2:6-diclorofenol-indofenol (MALAVOLTA et al., 1956).
Um estudo mais recente realizado com o extrato acetbnico da parte aérea da M.
glazioviana descreveu o isolamento e identificacao de quercitrina e duas derivacées
do acido flavelagico (3,4,3-trimetoxi-flavelagico-4’-O-glicosideo, acido 3,4,3'-
trimetoxi-flavelagico) (Figura 5), além de reportar atividade antinociceptiva dos
extratos acetbnico e metandlico e dos compostos isolados no modelo in vivo de
constricdo abdominal induzido por acido acético (SERAFIN et al., 2007a). Foi
observado uma reducéo significativa do niumero de constricdes abdominais dos
animais tratados intraperitonealmente com as amostras em comparagdo com 0O
grupo controle. Nesse sentido, foram calculados os valores de IDso, Ou seja, a dose
de extratos ou compostos isolados que possui a capacidade de reduzir a resposta
em 50%, em relacao ao controle. Dessa forma, observou-se os valores de IDso de

24,8 umol/kg para o extrato acetbnico, 3,3 pmol/kg para o extrato metandlico e 10,8
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e 2,5 umol/kg para os compostos isolados acido 3,4,3’-trimetoxi-flavelagico e 3,4,3’-
trimetoxi-flavelagico-4’-O-glicosideo, respectivamente. (SERAFIN et al., 2007a).

A propriedade antimicrobiana dos extratos, fracbes e substancias puras
isoladas das folhas e caules da M. glazioviana contra bactérias e fungos
patogénicos contra humanos foi avaliada pela determinacdo da concentracdo
minima inibitoria (MIC) através do método de diluicdo em agar. Dessa forma, foi
possivel observar que a fracdo acetato de etila foi efetiva contra Staphylococcus
aureus e dermatdfitos. A fracdo aquosa apresentou atividade antimicrobiana frente
a Staphylococcus aureus, Escherichia coli e dermatofitos. O extrato metandlico
apresentou atividade somente contra os fungos dermatofitos. JA os compostos
isolados (acido 3,4,3'-trimetoxi-flavelagico e 3,4,3'-trimetoxi-flavelagico-4’-O-
glicosideo) possuem atividade antimicrobiana contra todos 0os microorganismos
testados (SERAFIN et al., 2007b).

A propriedade analgésica dos extratos metandlico e acetdnico de M.
glazioviana e seus compostos fendlicos isolados previamente foi avaliada através
de diferentes testes de nocicepcdo in vivo, obtendo resultados promissores
(FISCHER et al., 2008). Outro estudo demostrou que os compostos fendlicos
presentes na semente, polpa e casca dos frutos de M. glazioviana apresentam
potente atividade antioxidante (BAGATTOLI et al.,, 2016). Estudos recentes
elucidaram as atividades anti-edematogénica (através do modelo de edema de pata
induzida por carragenina), antinociceptiva (através do modelo de constricdo
abdominal induzida por acido acético) e o potencial hepatoprotetor (por analises
histologicas) do extrato diclorometano de folhas de M. glazioviana, e a anotacao
dos compostos acidos galico e quinico por espectrometria de massas (PEREIRA et

al., 2019). Foi observado entdo que o extrato diclorometano foi capaz de inibir a
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formacdo de edema provocado pela inflamacdo induzida pela carragenina na
concentracdo de 250 mg/Kg, a amostra inibiu também o namero de contor¢cdes
abdominais nas concentracbes de 125 e 250 mg/kg quando comparada com o
controle negativo, além disso, essa amostra na concentracdo de 250 mg/kg foi
capaz de proteger os hepatdcitos dos animais em relacdo a formacdo de
degeneracédo hidropica proveniente do processo inflamatério (PEREIRA et al.,
2019).

O extrato etandlico dos frutos de M. glazioviana foi avaliado em relacdo a sua
atividade anti-inflamatoria através do modelo de edema de pata induzida por
diferentes agentes indutores. Observou-se entdo que a amostra nas concentracdes
de 125 e 250mg/kg foi capaz de inibir a formacdo de edema nos modelos que
utilizam carragenina, prostaglandina E2 e composto 48/80. Esses resultados
sugerem gue a amostra atua inibindo COX e como antagonista dos receptores de
histamina e serotonina (H1 e 5-HT2), além de inibir os mastocitos durante a
resposta inflamatéria (PEREIRA et al., 2020). Através de espectrometria de massa
foi possivel anotar os compostos quercetina, dihidroquercetina, acido galico, acido
quinico e acido ascobico no extrato etandlico dos frutos de M. glazioviana bem
como em sua fracdo acetato de etila (Figura 5) (PEREIRA et al., 2020). Desse
modo, diante do potencial farmacoldgico dos extratos de M. glazioviana, o presente

trabalho buscou ampliar os conhecimentos sobre esta espécie tdo pouco estudada,
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visto que os produtos naturais e a fitoterapia tém muito a contribuir no tratamento

de diversas patologias.
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Figura 5: Compostos descritos e/ou isolados de Myrciaria glazioviana em estudos
previamente publicados na literatura.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial biolégico antiproliferativo dos extratos brutos e fracdes de

M. glazioviana, bem como de seus compostos isolados frente a linhagem de cancer

cervical (células HeLa).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS - CAPITULO 1

Obter os extratos brutos das folhas e frutos de M. glazioviana por maceragao
exaustiva e obter suas fracBes através da particdo liquido-liquido.

Anotar 0os compostos presentes nos extratos brutos e fracdes através das
técnicas de Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massa (LC-
MS).

Avaliar a viabilidade celular dos extratos brutos e fragdes de M. glazioviana
através do ensaio in vitro de Atividade Metabdlica Colorimétrica de MTT
utilizando as linhagens de cancer cervical humano (HelLa) e fibroblasto murino
(NIH/3T3).

Calcular o indice de Seletividade das amostras através da relagéo dos valores
de ICso obtidos para as duas linhagens celulares.

Avaliar o efeito dos extratos e fracbes sobre a migracdo celular através do
ensaio de migracao celular (Wound Healing Assay).

Avaliar a ativacdo das Caspases 3 e 7 dos extratos e fracOes através de modelo

in vitro.
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e Analisar os efeitos dos extratos e fracoes sobre o ciclo celular por citometria de

fluxo.
2.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS CAPITULO 2

e Obter o extrato diclorometanico das folhas de M. glazioviana através do
processo de maceracao exaustiva.

e |solar os compostos bioativos presentes no extrato diclorometanico através de
técnicas de fitoquimica classica.

¢ |dentificar e caracterizar os compostos isolados por e Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) e anotar os compostos em seu extrato de origem por
Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS)

e Avaliar a viabilidade celular dos compostos isolados e seu extrato de origem
através do ensaio in vitro de Atividade Metabdlica Colorimétrica de MTT
utilizando as linhagens de céancer cervical humano (HelLa) e fibroblasto murino
(NIH/3T3)

e Calcular o indice de Seletividade das amostras através da relacdo dos valores
de ICso0 obtidos para as duas linhagens celulares

e Analisar os efeitos dos extratos e fracdes e dos compostos isolados sobre o
ciclo celular por citometria de fluxo

e Investigar os possiveis alvos farmacolégicos dos compostos isolados através

de Target Fishing.
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3. CAPITULO 1: AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIPROLIFERATIVA DO EXTRATO BRUTO DE M.
glazioviana E DE SUAS FRACOES

3.1 MATERIAIS E METODOS
3.1.1 COLETAE IDENTIFICAQAO DO MATERIAL VEGETAL

Frutos e folhas de M. glazioviana foram coletados em seu habitat natural na
cidade de Nova Friburgo — Rio de Janeiro, Brasil (22°17'02.6"S 42°31'29.9"W). A
coleta das folhas foi realizada no dia 04 de abril de 2014, sob as seguintes
condigbes meteorologicas: temperatura média (20,4°C), precipitacdo (4mm),
umidade relativa minima (59%) e umidade relativa maxima (97%) (AGRITEMPO,
2023). Ja os frutos foram coletados no dia 07 de novembro de 2014, sob as
condi¢cdes meteoroldgicas: temperatura média (19,45°C), precipitacdo (3,6mm),
umidade relativa minima (54%) e umidade relativa maxima (96%) (AGRITEMPO,
2023). O material vegetal foi identificado pelo taxonomista Dr. Gustavo Shimizu do
Instituto de Biologia da Unicamp — SP, e uma exsicata foi depositada no herbario

da mesma instituicdo sob o n°® 201074 (Figura 6).
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Figura 6: Exsicata da M. glazioviana, depositada no herbario da Universidade Estadual de
Campinas, sob o numero UEC 201074.

Além disso a atividade de acesso ao Patrimdnio Genético, foi cadastrada no
Sistema Nacional de Gestdao do Patrimbnio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen), em atendimento ao previsto na Lei n° 13.123/2015

e seus regulamentos, sob nimero AA6B8C3.

3.1.2 PREPARO DO EXTRATO BRUTO E FRAQ()ES DE M. glazioviana

As folhas de M. glazioviana foram estabilizadas e secas em estufas de ar
circulante & temperatura de 40°C, pulverizadas e maceradas com diclorometano,
na proporgdo po/solvente de 1:5 (massa/volume), até a exaustdo. Os frutos de M.
glazioviana, frescos e sem sementes, foram submetidos ao processo de maceracao
exaustiva com etanol em uma proporcéao fruto/solvente de 1:5 (m/v). Em seguida,
todo o solvente das solugbes obtidas foi removido com auxilio de um
rotaevaporador. Dessa forma foram obtidos os extratos brutos de folhas e de frutos

de M. glazioviana (extrato diclorometéanico das folhas — MGD e extrato etandlico
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dos frutos — MGEFr), os quais foram acondicionados em frasco ambar, guardados

refrigerados e sem luz direta (Figura 7).

ESTABILIZAGAO PULVERIZAGAO E REMOGAO
FOLHAS » ESECAGEMEM MACERACAO — DO —_—
ESTUFA DE AR (DICLOROMETANO SOLVENTE
CIRCULANTE 1:5)

REMOGAO
— DO —_—
SOLVENTE

FRESCOS E MACERAGAO

FRUTOS SEM SEMENTE (ETANOL 1:5)

EXTRATO
DICLOROMETANICO
DAS FOLHAS DE
M. glazioviana (MGD)

EXTRATO ETANOLICO
DOS FRUTOS DE
M. glazioviana

(MGEFr)

Figura 7: Esquema da metodologia da obtencgé&o dos extratos brutos das folhas e frutos de

M. glazioviana.

Parte do extrato diclorometanico das folhas de M. glazioviana (MGD) foi

dissolvido em metanol:agua na propor¢cao 9:1 (v/v) e em seguida submetidos a

particdo liquido-liquido seguindo a série eluotropica com polaridade crescente.

Dessa forma, incialmente foi feita a particdo com hexano e acrescentou-se 40% de

agua a solucdo hidroalcodlica remanescente e prosseguiu-se a particdo com

acetato de etila (Figura 8). A extracdo com cada solvente foi repetida trés vezes.

Dessa forma, ao final de todo o processo, obteve-se a partir das folhas de M.

glazioviana, o extrato bruto diclorometéanico (MGD) e as fra¢cdes hexanica (MGHex),

acetato de etila (MGA) e hidroalcéolica (MGH).
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Extrato Brutos
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Figura 8: Esquema da metodologia da particao liquido-liquido do extrato bruto das folhas
de M. glazioviana (MGD), para a obtencéo das fra¢cdes hexanica (MGHex), acetato de etila
(MGA) e hidroalcéolica (MGH).

3.1.3 ANALISE DO PERFIL QUIMICO DAS SUBSTANCIAS POR LC-MS
Aproximadamente 2,0 mg de cada amostra (MGD e MGA) foram dissolvidos
em 1,0 mL de metanol:acido férmico, CHsOH:HCOOH (0,1%), centrifugados por 10
minutos e injetados no Cromatografo Liquido (LC). Foi utilizado um Sistema de
Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiéncia Shimadzu® (Kyoto, Japao), acoplado
a um detector seletivo de massa modelo micrOTOF-Q Il (Bruker Daltonics, Billerica,
MA, EUA) com uma fonte de ionizag&o por electrospray (ESI) para realizar a anélise
ESI-HRMS/MS. A separacdo em LC foi realizada em uma coluna analitica
Shimadzu XR-ODS C18 de 75mm x 2,1mm, com tamanho de particula de 2,1 um
(Shimadzu, Kyoto, Japao). As injegdes (20uL) foram realizadas utilizando um

autosampler. A fase moével consistia de acido formico a 0,1% em agua (solvente A)
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e metanol (solvente B). O perfil de elui¢ao foi o seguinte: 0,0-16,0 min (40-70% B);
16,0—40,0 min (70-100% B); 46,0—-50,0 min (100% B); 50,0-55,0 min (100—40% B);
55,0-60,0 min (40% B); com uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min. Os parametros de
analise sdo os seguintes: voltagem do capilar de 4,5 kV, ESI no modo positivo e
negativo, deslocamento final da placa em 500 V, nebulizador a 40 psi, gas seco
(N2) com uma taxa de fluxo de 8 mL/min e temperatura de 200 °C. A fragmentacao
por CID foi obtida no modo auto MS/MS. Os espectros foram registrados no
intervalo de m/z 100-1200.

3.1.4 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIPROLIFERATIVO DOS EXTRATOS E
FRACOES DE M. glazioviana

3.1.4.1 ENSAIO DE ATIVIDADE METABOLICA COLORIMETRICA DE MTT -
CELULAS HELA E NIH/3T3

Para determinar a viabilidade celular, foi utilizado o ensaio de atividade
metabdlica colorimétrica de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
tetrazolium). Este experimento foi realizado com duas linhagens celulares:
fibroblasto murino NIH/3T3 (para avaliar se ha efeitos citotoxicos) e células de
cancer cervical humano HelLA (para avaliar a atividade metabdlica frente esta
linhagem). As células foram cultivadas em meio DMEM (Gibco, Thermo Fisher,
Paisley, UK) com 10% de Soro Fetal Bovino (Cultilab, S&o Paulo, BR) em estufa a
37°C com 5% de CO2. As células foram semeadas em placas de cultura (Nest
Biotechnology Co., Jiangsu, China) de 96 pocos, 5x10° células/poco e apds 24h
foram tratadas com os compostos (extratos, fracdes e o controle positivo, Cloridrato
de Doxorrubicina (Libbs Farmacéutica Ltda, Sdo Paulo, BR)) dissolvidos em meio
DMEM com 1% de DMSO (Labsynth, S&o Paulo, BR) em diferentes concentracoes.

Também foi feito o ensaio tratando as células com DMSO nas concentracdes
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equivalentes as utilizadas para a diluicdo das demais amostras, com o objetivo de
comprovar que 0 mesmo nao altera a viabilidade celular.

As placas foram incubadas a estufa a 37°C com 5% de CO2. Apos 48h do
tratamento, o meio foi retirado e acrescentado a solucdo de MTT (0,3mg/mL,
100uL/poco) (Invitrogen, Thermo Fisher, Oregon, USA) e a placa levada a estufa
por 4 horas, apés este periodo, a solugcdo de MTT foi retirada e os cristais de
formazan foram dissolvidos com DMSO. As células tratadas apenas com o veiculo
foram consideradas tendo 100% da viabilidade celular. As placas foram lidas em

ELISA Epoch-Biotek (BioTek Instruments, Vermont, USA) a A=570nm. A analise

bioestatistica dos dados obtidos foi realizada no software GraphPad Prism 6 (Graph
Pad Software, California, USA), através do teste OneWay ANOVA seguido pelo
Teste de Dunnet, p < 0,05. Os experimentos foram realizados em triplicata. As
amostras que apresentaram ICso menor que 30 pg/mL foram utilizadas nos

préximos experimentos.

3.1.4.2 CALCULO DO INDICE DE SELETIVIDADE (IS)

O Indice de Seletividade (IS), mede o quanto uma amostra ou composto é
ativo contra uma linhagem de cancer sem causar danos as células ndo tumorais.
Um medicamento ideal deve apresentar uma alta concentragao toxica em contraste
com uma baixa concentracdo ativa, ou seja, a droga precisa ter a capacidade de
causar a morte do céncer, sem afetar células normais. Dessa maneira, o Sl é
medido através da raz&o entre o ICso de células ndo tumorais e o ICso de células
tumorais, como fica expresso na equagao:

/s = I1C50 célula nao tumoral

IC50 célula tumoral
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Amostras com IS 22 podem ser assumidas como tendo um potencial
anticancer e moderada seletividade, portanto, aptas para estudos posteriores
(RADHA ABBAS HASOON et al., 2021). Valores de IS acima de 2 pode ser um
bom parametro para minimizar os efeitos toxicos sobre tecidos que estdo

normalmente em proliferacdo, como pele e medula ssea.

3.1.4.3 EXPRESSAO DA ATIVACAO DAS CASPASES EFETORAS 3/7,
PERMEABILIDADE CELULAR E MORFOLOGIA DE MORTE CELULAR

A expressédo da ativacdo das caspases efetora 3/7, permeabilidade celular e
morfologia de morte celular foram avaliadas, conforme descrito em Fonseca et al.,
2020, utilizando linhagem celular HeLa. As células foram semeadas em placas de
24 pocgos (2x10* células/poco) e incubadas por 24 horas. Em seguida, foram
tratados com 2 vezes a concentragdo do ICso dos extratos ou controle negativo
(DMSO) e com Cell Event™ Caspase-3/7 Green Ready Probes™ Reagent com 2
gotas/ml (Invitrogen, Thermo Fisher, Waltham , MA, EUA). No tempo indicado, as
células foram coradas com iodeto de propidio (PI) 10ug/ml (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, EUA) e Hoechst 5ug/ml (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) por 10
minutos em tampdo fosfato. As células foram observadas e fotografadas sob
microscopio invertido de fluorescéncia, Zeiss Axio Observer, a cada 12h para
determinar o0 momento que ha o inicio da ativacdo das caspases 3/7. Para
quantificacdo percentual, pelo menos um total de 500 células em 4 campos
diferentes foram contados usando campo claro (DIC) para o numero total de células
apoptéticas e caspases 3/7 ativas, no software ImageJ (National Institute of Health,

EUA), em pelo menos trés experimentos independentes.
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3.1.4.4 ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR (Wound Healing Assay)

Células HelLa foram semeadas em placa de 24 pocos, ha concentracdo de
7,5x10% células/poco em meio DMEM com 10% de soro fetal bovino e foram
mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO2. Quando a confluéncia maxima foi
atingida, com o auxilio de uma ponteira (tip 200pL) foi realizado um risco continuo
na superficie medial de cada poco, ocasionando ruptura do contato entre as células
e retirada destas nesta regidao do poco, resultando em uma lesdo mecéanica em
monocamada. O meio de cultura foi entdo retirado, os poc¢os foram lavados com
PBS em seguida foi adicionado meio DMEM com privacao soro fetal bovino (0,2%).

Apoés 24h as amostras foram dissolvidas em meio de cultura DMEM, 0,2%
SFB, na concentragéo proxima ao 1Cso, aplicados nos pocos, de acordo com cada
tratamento. Foi utilizado o farmaco Cloridrato de Doxorrubicina como controle
positivo e meio de cultura (0,2% SFB) como controle negativo. Os pocos foram
fotografados ao microscopio EVOS™ XL Core Imaging System (Thermo Fisher
Scientific, Oregon, USA) em um aumento de 10x, antes da aplicacdo do tratamento
(TO) e apds 12 e 24h do tratamento (T1 e T2 respectivamente). As imagens foram
analisadas com o software ImageJ (Wayne Rasband National Institutes of Health,
USA), para a obtencédo da area livre de migracao celular em porcentagem (%) e os
dados obtidos foram analisados estatisticamente com o programa GraphPad Prism
através do teste de OneWay ANOVA seguido do teste de multiplas comparacdes

de Dunnet. Foi considerado p<0,05 como significante.

3.1.4.5 ANALISE DO CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO DE
CELULAS HelLa

Células HelLa foram semeadas em placas com 6 pocgos (2x10° células/poco),

apos 24h foram submetidas aos tratamentos com as amostras (extratos e fragdes)
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e cloridrato de doxorrubicina na concentracao equivalente ao I1Cso, por 48h. Como
controle negativo foram utilizadas células tratadas somente com DMEM. Apés estes
procedimentos, as células foram coletadas dos pocos com uso de tripsina,
centrifugadas e ressuspendidas e fixadas em 4,5mL de etanol 70%. As células
contidas na suspensdo de etanol 70% foram centrifugadas e o precipitado
ressuspendido em 1 mL de uma solucdo corante de iodeto de propidio (PI). Em
seguida, as amostras foram incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente
e protegidas da luz e em seguida analisadas no citdmetro do fluxo BD Accuri™ C6
Plus para que seja avaliada o conteudo de DNA e o ciclo celular. Os histogramas
das amostras foram analisados através do programa Cell Quest Pro. Os dados
obtidos foram analisados estatisticamente com o programa GraphPad Prism

através do teste de TwoWay ANOVA, considerado p<0,05 como significante.
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3.2 RESULTADOS
3.?.1 ENSAIO DE ATIVIDADE METABOLICA COLORIMETRICA DE MTT EM
CELULAS HelLa

O efeito dos extratos e fracbes de M. glazioviana sobre a viabilidade celular
de células das linhagens HelLa e NIH/3T3 foi avaliado através da atividade
metabdlica colorimétrica de MTT. Foi determinado também os valores de ICso
(concentracdo necessaria para inibir a proliferacéo celular de 50% das células) das
amostras testadas.

O extrato bruto dos frutos (MGEFr), apresentou diferenca estatistica quando
comparado ao veiculo (100% de viabilidade celular), somente na maior
concentragdo, 250 pg/mL, com viabilidade celular de 2,04%. As demais
concentracbes ndo apresentaram diferenca estatistica quando comparado com o
veiculo (Figura 9). Dessa forma, o ICso dessa amostra foi de 146,4 ug/mL.

Na figura 9 também ¢é possivel observar a viabilidade celular ap6s o
tratamento com o extrato bruto das folhas (MGD). Neste experimento, todas as
concentracOes utilizadas do extrato foram estatisticamente significantes quando
comparadas com o veiculo, ou seja, nos grupos tratados com o extrato, a
viabilidade celular foi menor. A porcentagem de células viaveis para essa amostra
variou de 73,47% na concentracdo mais baixa (3,9 pg/mL) até 0,47% na

concentracdo mais alta (250 pg/mL). O ICso dessa amostra foi de 24,31 ug/mL.
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Figura 9: Avaliagdo da viabilidade celular do ensaio MTT, com a linhagem celular de cancer
cervical (HeLa) apdés o tratamento com as amostras MGEFr (A) e MGD (B). Dados
apresentados como média + SEM. One-way ANOVA seguido do teste de mudltiplas
comparagdes de Dunnet, foi utilizado para analisar a diferenca entre o controle e 0os grupos
de tratamento, *p < 0,05 considerado significante.

A fracdo hexanica do extrato bruto das folhas de M. glazioviana (MGHex),
apresentou diferenca estatistica quando comparado com o veiculo, em todas as
concentracfes testadas, com excec¢do da concentracdo de 15,62 ug/mL, onde a
porcentagem de células viaveis foi de 87,67%. Na concentracéo de 31,25 pg/mL a
viabilidade celular foi de 74,94%, j& na concentracao de 250 pug/mL, a porcentagem
de células viaveis foi de 6,44% (Figura 10). O ICso dessa amostra foi de 75,04
Mg/mL.

Na figura 10 também é possivel observar a viabilidade celular apés o
tratamento com a fracéo hidroalcéolica das folhas de M. glazioviana (MGH), onde
todas as concentracOes testadas tiveram diferenca estatistica quando comparadas
com o grupo veiculo. Na menor concentracéo (15,62 pg/mL) a porcentagem de
células viaveis foi de 76,01%, ja na concentragdo mais alta (250 pg/mL), a
viabilidade celular foi de 0,98%. O ICso dessa amostra foi de 98,07 pyg/mL.

A fracdo acetato de etila do extrato bruto das folhas de M. glazioviana (MGA),
apresentou diferenca estatistica quando comparado com o veiculo em todas as
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concentracOes testadas (Figura 10). A porcentagem de células viaveis variou de
85,92% na concentracdo mais baixa (3,9 pg/mL) até 0,67% e 5,06% nas
concentracdes de 125 e 250 pug/mL, respectivamente. O ICso dessa amostra foi de
12,62 ug/mL.

Considerando-se como mais promissoras amostras com ICso < 30 ug/mL, o
extrato MGD e sua fracdo MGA foram avaliados quanto sua capacidade de interferir
na viabilidade celular da linhagem NIH/3T3, no ciclo celular, na migracéo celular e
na ativacdo de caspases 3/7 de células HelLa, Dessa forma, as analises das

amostras MGEFr, MGHex e MGH foram interrompidas.
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Figura 10: Avaliacdo da viabilidade celular do ensaio MTT, com a linhagem celular de
cancer cervical (HelLa) apos o tratamento com as fracdes do extrato bruto das folhas de M.
glazioviana: MGHex (A), MGH (B) e MGA (C). Dados apresentados como média + SEM.
One-way ANOVA seguido do teste de multiplas comparac¢des de Dunnet, foi utilizado para
analisar a diferenca entre o controle e os grupos de tratamento, *p < 0,05 considerado
significante.
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Na figura 11 é possivel observar a viabilidade celular apos o tratamento com
o controle positivo, Cloridrato de Doxorrubicina, onde todas as concentracfes
testadas diferiram estatisticamente do controle negativo. Na concentragdo mais
baixa de 0,31 pg/mL, a porcentagem de células viaveis foi de 61,38%, ja na
concentracdo mais alta de 5 pg/mL, a viabilidade celular € de 1,27%. O ICso dessa
amostra foi de 1,33 pg/mL.

Ao realizar o ensaio de MTT, tratando as células HeLa com DMSO (Figura
11), nas concentracfes equivalentes em que a substancia € utilizada para diluir as
amostras (extratos e fracdes), é possivel perceber que o DMSO foi incapaz de
diminuir a viabilidade celular, ndo apresentando diferenca estatistica quando
comparado ao controle. Dessa forma, ndo € possivel determinar o ICso dessa

amostra.
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Figura 11: Avaliacdo da viabilidade celular do ensaio MTT, com a linhagem celular de
cancer cervical (HeLa) apdés o tratamento com o Cloridrato de Doxorrubicina (A) e
Dimetilsulféxido (DMSO) (B). Dados apresentados como média + SEM. One-way ANOVA
seguido do teste de mdltiplas comparacbes de Dunnet, foi utilizado para analisar a
diferenca entre o controle e os grupos de tratamento, *p < 0,05 considerado significante.
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3.2.2 ENSAIO DE ATIVIDADE METABOLICA COLORIMETRICA DE MTT EM
CELULAS NIH/3T3

Através do ensaio de atividade metabdlica colorimétrica de MTT realizada
com as células ndo tumorais de fibroblasto NIH/3T3 pode-se determinar a
viabilidade celular bem como o ICso do extrato MGD, da fracdo MGA e do Cloridrato
de Doxorrubicina (Figura 12).

O extrato MGD apresentou diferenca estatistica nas concentragdes mais altas
(31,2 a 250 pg/mL), com porcentagens de células NIH/3T3 viaveis de 78,45 a
0,43%, respectivamente. O valor de ICso para essa amostra foi de 83,16 ug/mL.

A fracdo MGA apresentou diferenga estatisticamente significativa em
comparacao ao controle negativo nas concentracées de 31,2 a 250ug/mL, com
porcentagens de células viaveis de 79,55 a 0,33% respectivamente. O valor de ICso
para essa amostra foi de 81,9 ug/mL.

O Cloridrato de Doxorrubicina apresentou diferenca estatistica em relacao ao
controle negativo em todas as concentragfes testadas, com porcentagens de
células NIH/3T3 variando de 74,46% para a menor concentracao (0,3 pg/mL) a
0,5% para a concentracdo mais alta (10 ug/mL). O valor de ICso para essa amostra

foi de 1,39 pg/mL.
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Figura 12: Avaliacdo da viabilidade celular do ensaio MTT, com a linhagem celular de
fibroblasto NIH/3T3 apés o tratamento com MGD (A), MGA (B) e Cloridrato de
Doxorrubicina (C). Dados apresentados como média + SEM. One-way ANOVA seguido do
teste de multiplas comparacdes de Dunnet, foi utilizado para analisar a diferenca entre o
controle e os grupos de tratamento, *p < 0,05 considerado significante.

3.2.3 CALCULO DO INDICE DE SELETIVIDADE (IS)

A partir dos valores de ICsp obtidos pelo ensaio de atividade colorimétrica de

MTT em células HeLa e NIH/3T3 foi possivel calcular os valores de indice de

Seletividade para as amostras MGD, MGA e Cloridrato de Doxorrubicina (Tabela

1).

Tabela 1: Valores de ICso para as linhagens celulares HelLa e NIH/3T3 e de indice de

Seletividade (IS) das amostras MGD, MGA e Cloridrato de Doxorrubicina

Amostra ICs0 — Hela ICso — NIH/3T3  indice de Seletividade
(Mg/mL) (Mg/mL) (1S)
MGD 24,31 83,16 3,42
MGA 12,62 81,90 6,48
Cloridrato de 1,33 1,39 1,04

Doxorrubicina
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3.2.4 ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR (WOUND HEALING ASSAY)

A partir das imagens obtidas no modelo de migragéo celular, foi possivel
observar que as amostras MGD, MGA e o Cloridrato de Doxorrubicina impediram a
migracdo celular quando comparados ao controle negativo, tendo diferenca
estatistica 24h apos os tratamentos (Anexo 1).

Através da analise estatistica utilizando a porcentagem da éarea livre de
migracao celular, torna-se evidente que até 12h apés a aplicacdo do tratamento
(T1), nenhum dos grupos testados apresentou diferenca estatistica quando
comparados com o controle negativo. No entanto, 24h apés o tratamento (T2), os
grupos tratados apresentaram diferenca estatistica quando comparados ao
controle negativo, ou seja, foram capazes de inibir a migracéo celular nessa etapa
do experimento. O grupo MGA 15 pg/mL apresentou 78,98 e 55,93% de area livre
de migragéo celular, 12 e 24 horas apés o tratamento, respectivamente. Para o
grupo MGD 30 pg/mL, esses valores foram 83,54 e 59,77% de area livre de
migracdo, nos tempos 1 e 2 respectivamente. Ja o grupo Cloridrato de
Doxorrubicina 1,75 pg/mL apresentou 75,71% de area livre de migracao no tempo

1 e 68,97% no tempo 2 (Figura 13).
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Figura 13: Andlise estatistica da area do risco em porcentagem (%) nos tempos 1 e 2 do
experimento: 12 (A) e 24 (B) horas apds o inicio do tratamento. Dados apresentados como
média £ SEM. One-way ANOVA seguido do teste de multiplas comparagfes de Dunnet, foi
utilizado para analisar a diferenca entre o controle e os grupos de tratamento, *p < 0,05
considerado significante.

3.25 EXPRESSAO DA ATIVACAO DAS CASPASES EFETORAS 3/7,
PERMEABILIDADE CELULAR E MORFOLOGIA DE MORTE CELULAR

A apoptose é uma das principais vias de morte celular induzida por agentes
citotoxicos. Para analisar e comparar os fendtipos de morte celular induzida por
cada amostra, foi utilizada a concentracdo de ICso calculada previamente para
células HelLa, conforme detalhado em Zorzanelli et al., 2018. As células HeLa foram
tratadas com 2 x ICso de MGA ou MGD e a ativacao das caspases efetora 3/7 foi
analisada a cada 12h por microscopia de fluorescéncia. Uma proporcdo
consideravel de células com caspases efetoras 3/7 ativa foi observada ap6s 36h de
tratamento com ambos as amostras, sendo que MGA induziu ativacdo das
caspases de maneira mais significativa (Figuras 14 A-C). Nesse momento, também
é possivel notar, através da coloragéo de Hoescht, que houve mudanca significativa
na morfologia celular com encolhimento celular, mas com continuidade da

integridade da membrana celular, conforme indicado pela falta de permeabilizacao

39



observada através da coloracdo Pl. A presenca de nucleos picnoticos € outro
indicador de apoptose (Figura 14, D e E). Esses dados demonstram que tanto o
extrato MGD quanto a fracdo MGA induziram morte celular regulada, muito

provavelmente por mecanismos de apoptose.
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Figura 14: Expresséao da ativagao das caspases 3/7: MGA e MGD induzem a morte celular
por apoptose. Células HelLa tratadas com 2 x ICso de MGA (A) ou MGD (B) foram coradas
para caspases 3/7 e caspases ativas foram guantificadas (C). A porcentagem de células
apoptoéticas (caspase ativa positiva) foi calculada a partir das fotos (A e B) usando
microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC) como o ndimero total de células.
DMSO na mesma concentragdo foi usado como controle negativo para cada experimento.
A morfologia celular foi analisada por DIC. Em seguida, as células foram co-coradas com
iodeto de propidio (PI) e Hoechst para analise da permeabilizacdo celular e determinagéo
nuclear, quando tratadas com MGA e MGD respectivamente (D e E). Foram realizados 3
experimentos independentes.

3.2.6 ANALISE DO CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO DE
CELULAS HelLa

O presente estudo investigou, através de citometria de fluxo, se MGD, MGA e
Cloridrato de Doxorrubicina, nas doses equivalentes ao ICso, S80 capazes de afetar
o ciclo celular de células HelLa. Os resultados podem ser observados na figura 15

e tabela 2. O controle positivo Cloridrato de Doxorrubicina induziu a parada de ciclo
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celular em G2/M, como evidenciado pelo aumento significativo de células na fase

G2/M (38,9%) em comparagcao com o controle negativo (18,05%). MGD e MGA né&o

foram capazes de induzir a parada de ciclo celular nas células HeLa, uma vez que

as proporcOes das células nas fases G1, S e G2/M nao diferiram em relacdo ao

grupo controle. No entanto, é possivel observar um aumento significativo da

quantidade de células em sub-GO tanto em MGA (16,98%) quanto em MGD

(9,33%), quando comparado ao controle negativo (4,15%).

Tabela 2: Proporcéo de células HeLa em SubGO e nas fases do ciclo celular (G1, S e G2/M)
apés o tratamento com MGD, MGA e Cloridrato de Doxorrubicina em doses equivalentes ao 1Cso.

SubGO

G1

S

G2/M

Controle Negativo 4,15 (x0,47)

Cloridrato de
Doxorrubicina

MGA 16,98 (+2,12)

12,72 (£2,32)

MGD 9,33 (+1,08)

66,47 (+1,39)
18,85 (+1,86)
52,92 (+1,13)

61,28 (+0,81)

11,1 (x0,57)
29,03 (+2,62)
14,02 (+0,39)

10,06 (+0,33)

18,05 (+1,41)
38,9 (+2,91)
15,58 (+1,39)

18,17 (+ 0,82)
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Figura 15: Analise de ciclo celular das células HelLa por citometria de fluxo com PI, apés
tratamento com: (A) controle negativo, (B) cloridrato de doxorrubicina, (C) MGD e (D) MGA.

3.2.7 DO PERFIL QUIMICO DAS SUBSTANCIAS POR LC-MS

Através da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia foi possivel
anotar as substancias presentes em MGD e MGA. Cromatogramas DAD em 254
nm foram obtidos por LC-MS para ambas as amostras (Figura 16). Foi possivel
notar que os cromatogramas de MGD (Figura 16, A) e MGA (Figura 16, B) sao
semelhantes entre si, apresentando picos cromatograficos com o mesmo tempo de
retencdo, porém com intensidades diferentes. Essa semelhanca fica mais evidente

ao sobrepor ambos os cromatogramas (Figura 16, C).
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Figura 16: Cromatogramas DAD a 254 nm do extrato MGD (A), da fracdo MGA (B) por LC-

MS. Em (C), sobreposicao dos cromatogramas DAD de MGD (linha vermelha) e MGA (linha
azul).

Através da técnica de LC-MS foi possivel anotar 10 compostos nas amostras
MGD e MGA (Tabela 3, Figura 17): acido quinico (m/z 191,0553), acido elagico
(m/z 300,9993), &cido Tri-O-metil elagico (m/z 343,0427), dois derivados do acido
Tetra-O-metil flavelagico (m/z 359,0382 e m/z 359,0387), quercetrina (m/z
449,1078), acido Di-O-metil elagico (m/z 331,0462) e trés derivados do acido

pentametil coruleoelagico (m/z 405,0818, m/z 405,0823 e m/z 405,0820).
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Tabela 3: Caracterizacdo dos compostos anotados por LC-MS no extrato diclorometano (MGD) e
fracdo acetato de etila (MGA) das folhas de M. glazioviana

No. tr m/z m/z Formula

Pico (min) [M+H]* [M=-H]" Molecular MS/MS Compostos Referéncia

1 14 . 191.0553 CMiOs 127.0384 Acido Quinico [ choieaetal,

2019]

284.9957;
257.0093; -

2 103 - 3009993 CuHeOs 2200126 4000 [ABF;%lng‘]‘t al,
201.0214; 9
173.0254

3 121 449.1078 - Cz1H20011  303.0513  Quercetrina [PILSol\lg]t o
316.0228;
300.9980;
299.0146;  Acido Di-O-

4 171 331.0462 - CisH100s 283.9971; metil elgico [VISIBEZBSZI? et
271.0238; :
253.0145;
225.0196
328.0149;
312.9955; ..

5 108 : 343.0427 CyHi20s  297.9730; QZ‘SIOGIT;‘& [SINZGOHl g]t al.,
285.004; g
269.9769

344.0142; Derivado do
328.9914; Acido Tetra- [SERAFIN et al.,

300.9962 flavelagico
344.0132; Derivado do
328.9916; A4cido Tetra-O- [SERAFIN et al.,
300.9959 flavelagico
375.0352; Derivadodo [LAKORNWONG
357.0218; Acido Penta- et al., 2018;

8 244 405.0818 i C1oH16010 347.0401; metil MUNVERA et
329.0283 coruleoelagico al., 2019]
375.0334; Derivadodo [LAKORNWONG
357.0219; Acido Penta- et al., 2018;

9 253 4050823 i C19H16010 347.0373; metil MUNVERA et
329.0262 coruleoelagico al., 2019]
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375.0361; Derivadodo [LAKORNWONG

357.0219; Acido Penta- et al., 2018;
329.0301 coruleoelagico al., 2019]
o O
HO, »—OH oo P
oL
HOY 7~ YOH g OH
OH 3 OCH,4
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OCH;
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Figura 17: Compostos anotados por LC-MS para MGD e MGA.
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3.3 DISCUSSAO

Atraves do ensaio de MTT utilizando a linhagem HelLa, notou-se que de todas
as amostras testadas, o extrato MGD e a fracdo MGA apresentaram resultados
mais significativos indicando uma possivel atividade antiproliferativa frente a esta
linhagem celular, uma vez que possuem 0s menores valores de ICso (Tabela 1). Ja
0 ensaio de MTT em células NIH/3T3, indicou que as amostras interferem na
viabilidade celular somente nas concentracdes mais altas, refletindo entéo valores
de ICso superiores para essas amostras (Tabela 1). O controle positivo apresentou
valores de ICso semelhantes para as duas linhagens celulares.

A partir do célculo de ICso0 das amostras frente a HeLa e NIH/3T3, foi possivel
calcular o IS das amostras, com o0 objetivo de avaliar se essas amostras séo
capazes de apresentar atividade antiproliferativa frente a uma linhagem tumoral
sem alterar a viabilidade de células normais. Dessa forma, muitos autores
determinam que amostras que tenham IS =22 podem ser assumidas como seguras
para proximos ensaios e tendo um potencial anticancer, uma vez que sao seletivas
para linhagens tumorais (RADHA ABBAS HASOON et al., 2021). As amostras MGD
e MGA, apresentaram IS de 3,42 e 6,48, respectivamente, portanto, se mostraram
seletivas para as células HelLa, mantendo certa seguranca em relacdo aos
fibroblastos, uma vez que possuem baixa citotoxicidade frente a esta linhagem. Ja
o Cloridrato de Doxorrubicina, apesar de ser um farmaco ja comercializado e
amplamente usado na clinica, possui IS de 1,04, indicando baixa seletividade para
HeLa e alta citotoxicidade frente a linhagem NIH/3T3, o que pode explicar os efeitos
colaterais observados para esse farmaco.

Ambas as amostras foram capazes de ativar caspases 3/7, sendo essa

ativacdo mais significativa para MGA. Além disso, ao analisar a permeabilidade e
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a morfologia celular foi possivel notar que as células tratadas com MGD e MGA
apresentavam nucleos picndticos e encolhimento celular com continuidade da
integridade da membrana celular. Essas alteracbes morfolégicas somadas a
capacidade de ativacdo das caspases 3/7, sugere que ambas as amostras induzem
a morte das células HelLa por processos de apoptose. A apoptose € um processo
de morte celular, caracterizada morfologicamente pela condensacdo da cromatina,
fragmentacdo do nucleo e perda do potencial transmembranar mitocondrial, que
leva a formacédo de corpos apoptéticos (CARRASCO et al., 2003).

Essas alteracbes morfolégicas sdo causadas por uma familia de proteases
chamadas caspases. Dessa forma, as caspases possuem atividade proteolitica e,
portanto, sdo capazes de clivar diversas proteinas, incluindo aquelas que estéao
envolvidas na manutencao da integridade celular. O processo de morte celular por
apoptose tem inicio quando as caspases sao ativadas. Nesse sentido, dez
caspases sdo consideradas como principais e sdo categorizadas de acordo com
sua funcéo no processo de apoptose, sdo elas: as caspases iniciadoras (caspases
2, 8, 9, 10), caspases efetoras ou executoras (caspases 3, 6, 7) e caspases
inflamatorias (caspases 1, 4, 5). Logo, as caspases iniciadoras ativam as caspases
efetoras, as quais amplificam o sinal apoptotico causando a ativacdo de outras
caspases e também degradam as proteinas, levando as mudancas morfologicas
caracteristicas da apoptose, como encolhimento celular, fragmentacdo de DNA e a
formacao de corpos apoptoticos (CARRASCO et al., 2003; ELMORE, 2007).

Atraves da citometria de fluxo utilizando PlI, foi possivel notar que MGD e MGA
nao induzem a parada de ciclo celular das células HeLa. Mas, ha um aumento
significativo no numero de células em sub-GO, indicando que ambos o0s extratos

induziram a morte das células HelLa. Esse resultado sugere que as células estado
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sendo induzidas a apoptose, uma vez que a frequéncia das células apoptoticas &
caracterizada pelo conteudo de DNA fragmentado, o qual é definido como uma
populacao de células sub-G0/G1 (DARZYNKIEWICZ et al., 2010).

Por fim, o ensaio de migracéo in vitro foi utilizado para avaliar a atividade sobre
a migracao celular, sendo empregado como uma triagem inicial para avaliacdo do
potencial anti-metastatico de uma amostra. NoO processo metastatico ha o
envolvimento de diferentes etapas, que incluem a migracdo e invasao das células
cancerosas no sistema circulatorio e a angiogénese (RAVISHANKAR et al., 2013;
NORDIN et al., 2019). As amostras MGD e MGA mostraram-se capazes de inibir a
migracdo de células HelLa apés 24 horas de tratamento, indicando um potencial
antimigratorio e consequentemente uma possivel atividade anti-metastética, que
necessita de diferentes ensaios para ser confirmado.A presenca dessas atividades
observadas para MGD e MGA pode estar relacionada aos compostos bioativos
presentes nas amostras, 0s quais, em sua grande maioria, pertencem a classe dos
metabdlicos secundarios denominados compostos fendlicos.

Os compostos fendlicos sdo uma classe de metabdlitos secundarios vegetais
presentes em espécies do género Myrciaria e com atividades biolégicas bem
descritas (BORGES et al., 2014; PEREIRA et al., 2022), sua atividade anticancer
se da através de diversos mecanismos, que incluem por exemplo, efeito inibitério
na cascata de sinalizacdo de NF-kB e da proteina AP-1, efeito antiangiogénico e
anti-metastatico, além disso os fenolicos podem aprimorar a resposta do sistema
imunologico do corpo para reconhecer e destruir as células cancerosas (WAHLE et
al., 2010). Os compostos identificados em MGD e MGA apresentaram, em estudos
anteriores, atividade antiproliferativa frente a diferentes linhagens tumorais. O acido

elagico, por exemplo, possui atividade antiproliferativa frente as linhagens de
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cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231, ao regular negativamente a quinase-6
dependente de ciclina (CDK6). A CDK6 é um importante alvo para as drogas
quimioterapicas, ja que desempenha um papel importante na progressdo do
cancer. A CDK®6 regula o ciclo celular, atuando na transicédo da fase G1 para fase
S durante a divisdo celular (YOUSUF et al., 2020). O &cido elagico também
apresentou atividade antiproliferativa frente as linhagens de cancer pancreatico
PANC-1, AsPC-1 e MIA PaCA-2, induzindo a ativacdo das caspases 3/9 (KIM et
al., 2021). Ja a quercetrina, metabdlito secundario identificado em MGD e MGA,
possui atividade antiproliferativa contra células de cancer colorretal humano
SW620, ao induzir a morte de tais celulas através de mecanismos como apoptose
e parada do ciclo celular nas fases G2/M. Dessa forma, a quercetrina induz a
superexpressao das proteinas p53 e p21, Bax, Citocromo C e Capases 3/9 (ZHANG
et al., 2017).

A atividade antiproliferativa observada para MGD e MGA frente as células
HelLa parecem ter relacdo direta com a capacidade dessas amostras em induzir a
morte celular por apoptose. Nesse sentido, diversos estudos apontam a capacidade
dos &cidos fendlicos de promover a apoptose via aumento de caspases efetoras 3
e 7, como por exemplo os acidos vanilico, siringico, cafeico e ferralico (ABOTALEB
et al., 2020). Os metabdlitos secundarios identificados em MGD e MGA também
sao capazes de induzir a ativacao da caspase 3, induzindo a apoptose de diferentes
linhagens celulares. Nesse sentido, o acido elagico induz a apoptose de células de
cancer cervical SiHa (CHEN et al., 2020) e de células de cancer de pancreas (KIM
et al., 2021) e a quercetrina induz a apoptose em uma linhagem de cancer colorretal

(ZHANG et al., 2017). Portanto, o resultado observado para MGD e MGA, que
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induzem a apoptose de células HelLa via caspases 3 e 7, pode estar relacionado a
presenca de compostos fendélicos nessas amostras.

As mortes por cancer, em parte, estdo relacionadas ao aparecimento de
metastases. Dessa forma, um dos principais objetivos da terapia do cancer é
prevenir o processo metastatico e a formacao de tumores secundarios. O processo
de metastase pode ser dividido em diferentes etapas, que incluem a migracdo e
invasdo das células cancerosas no sistema circulatério e a angiogénese (INCA,
2023). Estudos apontam que os compostos fenodlicos sdo capazes de inibir o
processo de angiogénese, além de reduzir a capacidade de adeséo e invasao das
células cancerosas, impedindo entdo a metastase (WAHLE et al., 2010). O acido
elagico apresentou efeito antimigratério em modelo in vitro de migracdo celular
utilizando as linhagens de melanoma WM115 e A375. Estudo sugere que essa
inibicdo da migracédo ocorre através da via de sinalizacdo do EGFR (receptor do
fator de crescimento epidérmico tirosina quinase). EGFR é ativado em processos
tumorigénicos e participa de processos de metastase, uma vez que a sua
superexpressao esta relacionada ao aumento da adesédo das células tumorais a
matriz extracelular (WANG et al., 2020). A presenca de compostos fendlicos em
espécies do género Myrciaria, pode entdo justificar a atividade antimigratoria
observada para as amostras MGA e MGD, atraves do ensaio de migracéo celular
in vitro. Foi possivel notar uma atividade antiproliferativa mais significante para a
fracdo MGA do que para o extrato MGD. Apesar de terem sido anotados oS mesmos
compostos para ambas as amostras, foi possivel notar que o0s picos
cromatograficos para MGA possuem uma intensidade maior, indicando uma
possivel concentracdo maior dos compostos fendlicos. Esse fato pode explicar a

diferenca de atividade observada para as amostras
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4. CAPITULO 2: AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIPROLIFERATIVA DOS COMPOSTOS ISOLADOS DO
EXTRATO DICLOROMETANO DE M. glazioviana

4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E PREPARO DO EXTRATO
DICLOROMETANO DAS FOLHAS DE M. glazioviana

Visando a obtencdo de uma maior quantidade de extrato diclorometano para
isolamento dos compostos, foi realizada uma nova coleta e extracdo. As folhas de
M. glazioviana (1,286 kg) foram coletadas em seu habitat natural em Nova Friburgo
— Rio de Janeiro, Brasil (22°17'02.6"S 42°31'29.9"W), mesmo local onde foi
realizada a coleta anterior. Esta segunda coleta foi realizada no dia 23 de abril de
2021, sob as seguintes condi¢cdes meteoroldgicas: temperatura média (17,5°C),
precipitacdo (0,0mm), umidade relativa minima (41%) e umidade relativa maxima
(90%) (AGRITEMPO,2023).

Em seguida, as folhas foram lavadas com solucdo de hipoclorito 2%,
estabilizadas e secas em estufas de ar circulante a temperatura de 40°C e
pulverizadas, dando origem a 291,35¢g de p6 seco. Essa amostra foi submetida ao
processo de maceracdo exaustiva com diferentes solventes (hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol) na proporcao pé/solvente de 1:5
(massa/volume), seguindo a série eluotropica da menor para maior polaridade. A
extracao foi repetida trés vezes para cada solvente. Os solventes foram removidos
com auxilio de um rotaevaporador, obtendo diferentes extratos: hexano (10,15q),
diclorometano (6,25g), acetato de etila (3,13g), etanol 95% (8g). O novo extrato
diclorometano das folhas de M. glazioviana (MGD2) foi destinado ao isolamento

dos compostos bioativos.
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4.1.2 ISOLAMENTO DOS COMPOSTOS DE M. glazioviana

Os compostos bioativos do extrato diclorometano das folhas de M. glazioviana
foram isolados através de técnicas de fitoquimica classica. Apds analise do extrato
por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), o extrato MGD2 (6,25g) foi
submetido a Cromatografia Liquida a Vacuo (CLV), visando a purificacdo da
amostra. Foi utilizado silica gel como fase estacionaria e os solventes hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol como fase mével, puros ou em diferentes
combina¢cdes em grau crescente de polaridade (Tabela 4). A partir da CLV, foram
obtidas 20 diferentes frac6es da amostra MGD2, dentre as quais, 3 destas fracdes
apresentaram a formacéo de precipitados e por isso foram submetidas a duas
diferentes técnicas visando o isolamento dos compostos: centrifugacdes
sucessivas (10min/3300 rpm) com acetona e a técnica de CCD. A técnica de CCD
foi realizada utilizando placa de silica gel ALUGRAM ® Xtra SIL G/UV254
(Macherey-Nagel Co., Duiren, Alemanha) e o0 sistema de solvente

cloroférmio:acetato de etila (8:2).

Tabela 4: Solventes utilizados e fragdes obtidas a partir da técnica de Cromatografia
Liquida a Vacuo (CLV).

Fracdes Solventes Utilizados Peso das Fracfes
1 Hexano (100%) 0,20g
2 Hexano (100%) 0,02¢g
3 Hexano (100%) 0,03g
4 Hexano: Diclorometano (1:1) 0,019
5 Hexano: Diclorometano (1:1) 0,439
6 Diclorometano (100%) 0,08g
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7 Diclorometano (100%) 0,429

8 Diclorometano (100%) 0,669
9 Diclorometano: Acetato de Etila (8:2) 0,269
10 Diclorometano: Acetato de Etila (8:2) 1,269
11 Diclorometano: Acetato de Etila (8:2) 0,57¢g
12 Diclorometano: Acetato de Etila (7:3) 0,03¢g
13 Diclorometano: Acetato de Etila (7:3) 0,14g
14 Diclorometano: Acetato de Etila (7:3) 0,03¢g
15 Acetato de Etila (100%) 0,32¢g
16 Acetato de Etila (100%) 0,34g
17 Acetato de Etila (100%) 0,03¢g
18 Metanol: Acetato de Etila (1:1) 0,169
19 Metanol: Acetato de Etila (1:1) 0,54g
20 Metanol (100%) 0,169

4.1.3 ANALISE DO PERFIL QUIMICO DO EXTRATO DICLOROMETANO POR
LC-MS IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

O extrato diclorometano das folhas de M. glazioviana (MGDZ2) foram anotados
por Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS) e seus
compostos isolados foram identificados e caracterizados através da Ressonancia

Magnética Nuclear (RMN) 'H e 13C. Os espectros de RMN foram obtidos em um
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VARIAN-NMR-SYSTEM 500 MHz, operando a 500 MHz para RMN 'H e 125 MHz
para RMN 13C. As amostras para andlise foram preparadas dissolvendo-se
pequena quantidade das mesmas em cloroférmio e DMSO deuterados (Cambridge
Isotope Laboratories, Inc.). Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em
partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz. O extrato
MGD2 foi submetido a técnica de LC-MS para identificagdo de compostos,

seguindo o protocolo descrito no capitulo anterior.

4.1.4 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIPROLIFERATIVO DOS COMPOSTOS
ISOLADOS E DE SEU EXTRATO DE ORIGEM

4.1.4.1 ENSAIO DA ATIVIDADE METABOLICA COLORIMETRICA DE MTT
COM CELULAS HelLa E CELULAS NIH/3T3

Para determinar a viabilidade celular, foi utilizado o ensaio de atividade
metabolica colorimétrica de MTT, utilizando duas linhagens celulares: a linhagem
de fibroblasto murino NIH/3T3 e a linhagem de cancer cervical humano Hela.
Foram testados os compostos isolados e seu extrato de origem (MGD2). A

metodologia utilizada foi idéntica a descrita anteriormente no Capitulo 1.

4.1.4.2 CALCULO DO INDICE DE SELETIVIDADE (IS)

O indice de Seletividade dos compostos isolados e de seu extrato de origem
(MGD2) foram calculados utilizando o mesmo método citado anteriormente no
Capitulo 1. Amostras com IS 22 podem ser assumidas como sendo seletivas e com
um potencial anticancer e, portanto, aptas para estudos posteriores (RADHA

ABBAS HASOON et al., 2021).
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4.1.4.3 ANALISE DO CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO DE
CELULAS HelLa

A citometria de fluxo foi realizada visando a analise do ciclo celular das
células HelLa, quando tratadas com os compostos isolados e o extrato MGD2 nos
valores referentes ao ICso. A metodologia realizada foi idéntica a citada no capitulo

anterior.

4.1.5 PREDICAO in silico DE ALVOS MOLECULARES (TARGET FISHING)
Visando a investigacdo de possiveis alvos farmacoldgicos das substancias
isoladas de MGD2, foi utilizada uma abordagem mista baseada em ligante e
estrutura. Foi utilizado o servidor web Swiss Target Prediction
(http://www.swisstargetprediction.ch/), que se baseia no principio da similaridade
quimica e amplamente utilizado para identificar compostos com bioatividades
semelhantes baseado na similaridade estrutural entre dois ou mais ligantes. A
informacé&o do composto alvo € comparada com milhares de ligantes e de proteinas
diferentes e uma probabilidade é atribuida a interacdo. As estruturas dos

compostos foram desenhadas no software Avogadro (https://avogadro.cc/) e

convertidas no formato. smiles no software Open Babel.

4.2 RESULTADOS

4.2.1 ANALISE DO PERFIL QUIMICO DO EXTRATO DICLOROMETANO POR
LC-MS, ISOLAMENTO, DENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DOS
COMPOSTOS BIOATIVOS

O extrato MGD2 foi submetido a analise do seu perfil fitoquimico através da
técnica de LC-MS. A partir dessa analise foi possivel notar que o perfil fitoquimico
de MGD2 é muito semelhante as amostras utilizadas no primeiro capitulo deste
trabalho (MGD e MGA), uma vez que dos 10 compostos identificados

anteriormente, somente 3 estdo ausentes em MGD?2.
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Ao analisar os cromatogramas DAD a 254nm das amostras MGD e MGD?2 foi
possivel observar que em MGD2 ha uma auséncia dos compostos: acido quinico
(tr: 1,4 min), acido elagico (tr: 10,3 min) e quercetrina (tr:12,1 min). Dessa forma,
estdo presentes na amostra MGD2: 4cido di-O-metil elagico (tr: 17,2 min), acido tri-
O-metil elagico (tr: 19,8 min), dois derivados do acido tetra-O-metil flavelagico (tr:
21,2 min e 22,5 min) e trés derivados do acido penta-metil coruleoelagico (tr: 24,4;

25,3 e 26,6 min) (Figura 18).
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Figura 18: Sobreposicdo dos cromatogramas DAD a 254 nm de MGD2 (linha vermelha) e
MGD (linha azul) obtidos por HPLC-DAD-qTOF.

Em seguida o extrato MGD2 foi submetido a CLV, resultando em diferentes
fracbes. A fracdo MGD2-10 (1,26g) foi submetida a centrifugagcbes sucessivas
(10min/3300 rpm) com acetona, possibilitando a separacdo de um precipitado
amarelo e um sobrenadante laranja. Ambos foram analisados por CCD, indicando
gue houve a separacao de 2 compostos distintos identificados como o composto 1
(78,5mg) e o composto 2 (34mg), respectivamente.

O composto 1 foi isolado na forma de um sdlido amorfo de cor alaranjada. Sua
formula molecular foi determinada por EMAR-IES que mostrou o pico do ion
[M+Na]* com m/z 427,0645 (calcd. para Ci9H17010Na, 427,0645) compativel com a

formula molecular C19H16010.
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No espectro de RMN de *H a 500 MHz em DMSO-d6 foi possivel observar a
presenca de um hidrogénio quelado em 61 10,32 (s, 1H) e 4 sinais como singleto
em on 4,14 (s, 6H), 3,96 (s, 3H), 3,92 (s, 3H) e 3,91 (s, 3H) indicando a presenca

de cinco grupos metoxi presente na substancia (Figura 19).
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Figura 19: Espectro de RMN de *H do composto 1 em DMSO-d6.

O espectro de RMN de *3C BB 125 MHz em DMSO-d6 foi possivel observar a
presenca de dezenove sinais de carbonos, sendo assinalados 5 sinais a cinco
grupos metoéxi (6c 61,9 (5'-OCHz), 61,7 (3'-OCHz), 61,7 (3-OCH?3), 61,6 (4'-OCH?3) e
61.1 (4-OCH3)), 12 sinais a carbonos aromaticos hexasubstituidos (6c 111,9 (C-1),
134,3 (C-2), 146,7 (C-3), 141,4 (C-4), 151,4 (C-5), 97,9 (C-6), 114,3 (C-1"), 137,1
(C-2, 148,0 (C-3"), 146,3 (C-4'), 152,8 (C-5') e 106,5 (C-6")) e 2 sinais a carbonos
de lactbnonas (6c 154,7 (C-7') e 161,0 (C-7)) (Figura 20). A comparagdo desses
resultados com os dados da literatura levou a identificacdo da substancia como um
derivado do acido coruleoelagico, o acido 3,3',4,4',5'-penta-metil coruleoelagico

(LAKORNWONG et al., 2018).
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Figura 20: Espectro de RMN de **C do composto 1 em DMSO-d6.

O composto 2 foi isolado na forma de um sélido amorfo de cor amarelo
fluorescente. Sua formula molecular foi determinada por EMAR-IES que mostrou o
pico do ion [M+Na]* com m/z 427,0645 (calcd. para Ci9H17010, Na 427,0645)
compativel com a férmula molecular C19H16010.

No espectro de RMN de *H a 500 MHz em DMSO-d6 foi possivel observar a
presenca de 4 sinais como singleto em n 4,14 (s, 6H), 3,96 (s, 3H), 3,92 (s, 3H) e
3,90 (s, 3H) indicando a presenca de cinco grupos metoxi presente na substancia.
O espectro de 'H de RMN do composto 2 mostrou-se bastante semelhante ao do
composto 1, tendo como principal diferenca a auséncia do hidrogénio quelado,
indicando que a hidroxila ndo esta presente em C-5. Outra observacao é a leve
diferenca de deslocamento quimico das metoxilas como pode ser visto na Figura

21.
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Figura 21: Espectro de RMN de *H do composto 2 em DMSO-d6.

Ao fazer o levantamento sobre as possiveis varia¢des da posi¢ao da hidroxila,
percebeu-se que ela pode além de estar presente em C-5, como no composto 1,
pode estar presente em C-4 e C-3, sendo a Uultima relatada por Munvera e
colaboradores em 2019 (MUNVERA, et al., 2019). Comparando os espectros de
RMN de 'H do composto 1, com a hidroxila em C-5, e do composto relatado por
Munvera e colaboradores, com a hidroxila em C-3, percebe-se que o composto 2
se trata de um composto diferente e esses dados indicam que 0 composto 2 possui

a presenca da hidroxila em C-4 (Figura 22).
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Figura 22: Espectro de RMN de 'H dos compostos 1, 2 e do acido 3,4,4',5,5"-penta-metil
coruleoelagico (MUNVERA, et al., 2019) em DMSO-d6.
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O espectro de RMN de 3C BB 125 MHz em DMSO-d6 foi possivel observar a
presenca de dezenove sinais de carbonos, sendo assinalados 5 sinais a cinco
grupos metoxi (6c 61,7 (5-OCHs), 61,4 (3'-OCHs), 61,5 (3 e 5-OCHs), 60,9 (4'-
OCH3)), 12 sinais a carbonos aromaticos hexasubstituidos (6c 111,7 (C-1), 134,1
(C-2), 146,5 (C-3), 141,3 (C-4), 151,4 (C-5), 97,7 (C-6), 114,2 (C-1"), 136,9 (C-2'),
1479 (C-3"), 146,1 (C-4'), 152,7 (C-5") e 106,3 (C-6")) e 2 sinais a carbonos de
lacténonas (6c 154,5 (C-7') e 160,8 (C-7)) (Figura 23). A confirmagédo da posicao
dos grupos metdxi nos compostos ja relatados foram feitas a partir de correlagdes
cruzadas observadas no espectro de NOESY entre elas. Essa correlacao nao foi
observada no composto 2, indicando que 0s grupos metoxi presentes em C-5 e C-
3 por possuirem uma distancia maior, ndo correlacionariam. A comparacao desses
resultados com os dados da literatura, levaram a identificacdo da substancia como
um novo derivado do acido coruleoelagico, o acido 3,3’,4'5,5-penta-metil

coruleoelagico (LAKORNWONG et al., 2018; MUNVERA, et al., 2019).
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Figura 23: Espectro de RMN de *C do composto 2 em DMSO-d6.
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4.2.2 ENSAIO DA ATIVIDADE METABOLICA COLORIMETRICA DE MTT EM
CELULAS HelLa

Através do ensaio de atividade metabdlica colorimétrica de MTT realizada
com as células Hela, pode-se determinar a viabilidade celular bem como o ICso do
extrato MGD2 e seus compostos isolados.

O extrato MGD2 apresentou diferenca estatistica quando comparado ao
controle negativo em todas as concentraces, exceto em sua concentragdo mais
baixa (3,90 ug/mL), apresentando viabilidade celular de 89,62%. Na concentragao
mais baixa, 7,81ug/mL a porcentagem de células viaveis foi de 77,75%. J4 na
concentracdo mais alta, 250 pg/mL, a viabilidade celular foi de 4,44%. O ICso dessa

amostra foi 29,82 ug/mL (Figura 24).
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Figura 24: Avaliacdo da viabilidade celular do ensaio MTT, com a linhagem celular de
cancer cervical (HeLa) ap0s o tratamento com o extrato diclorometanico das folhas de M.
glazioviana (MGD2). Dados apresentados como média £+ SEM. One-way ANOVA seguido
do teste de mdultiplas comparag6es de Dunnet, foi utilizado para analisar a diferenga entre
0 controle e os grupos de tratamento, *p < 0,05 considerado significante.

O composto isolado 1, apresentou diferenca estatistica quando comparado
com o veiculo, em todas as concentracdes testadas, com excecao da concentracao
de 0,7ug/mL, onde a porcentagem de células viaveis foi de 83,65%. Na

concentracéo de 1,4 ug/mL a viabilidade celular foi de 55,87% e na concentracéo
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de 22,5 pg/mL, a porcentagem de células viaveis foi de 17,29% (Figura 25). O ICso
dessa amostra foi de 3,77 pg/mL.

O composto isolado 2 apresentou diferenca estatistica quando comparado
com o veiculo em todas as concentracbes testadas (Figura 25). Na menor
concentracédo, 0,7 pg/mL, a porcentagem de células viaveis foi de 64,73, enquanto
gue na concentracdo mais alta, 22,5 pg/mL, a viabilidade celular foi de 15,49%. O

ICs0 dessa amostra foi de 2,89 ug/mL.
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Figura 25: Avaliacdo da viabilidade celular do ensaio MTT, com a linhagem celular de
cancer cervical (HeLa) apés o tratamento com o Composto Isolado 1 (A) e Composto
Isolado 2 (B). Dados apresentados como média + SEM. One-way ANOVA seguido do teste
de multiplas comparacdes de Dunnet, foi utilizado para analisar a diferenca entre o controle
e 0s grupos de tratamento, *p < 0,05 considerado significante.

Ao realizar o ensaio de MTT, tratando as células HeLa com DMSO (Figura
26), nas concentracdes equivalentes em que a substancia € utilizada para diluir os
compostos isolados, € possivel perceber que o DMSO foi incapaz de afetar a
viabilidade celular de maneira significativa, apresentando diferenca estatistica
quando comparado ao veiculo somente nas concentracbes mais altas. Em tais
concentractes (7,2 e 14,4 ug/mL), a viabilidade celular observada foi de 69,32% e
58,35%, respectivamente. Uma vez que em todas as concentracdes a viabilidade
celular manteve-se superior a 50% das células, néo foi possivel determinar o valor

de ICso dessa amostra. Na figura 26 também € possivel observar a viabilidade
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celular apGs o tratamento com o controle positivo, Cloridrato de Doxorrubicina.

Como citado no capitulo anterior, o ICso dessa amostra foi de 1,33 pg/mL.
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Figura 26: Avaliacdo da viabilidade celular do ensaio MTT, com a linhagem celular de
cancer cervical (HeLa) apds o tratamento com Dimetilsulféxido — DMSO (A) e Cloridrato de
Doxorrubicina (B). Dados apresentados como média £ SEM. One-way ANOVA seguido do
teste de multiplas comparacdes de Dunnet, foi utilizado para analisar a diferenca entre o
controle e os grupos de tratamento, *p < 0,05 considerado significante.

4.2.3 ENSAIO A ATIVIDADE METABOLICA COLORIMETRICADE MTT EM
CELULAS NIH/3T3

A viabilidade celular da linhagem de fibroblasto NIH/3T3 foi analisada diante
do tratamento com o extrato MGD2, os compostos isolados 1 e 2, o Cloridrato de
Doxorrubicina e 0 DMSO. O extrato MGD?2 foi testado em diferentes concentracdes,
apresentando diferenca estatistica somente nas maiores concentracfes (250 e
125ug/mL), com a porcentagem de células viaveis de 22,40% e 57,47%,
respectivamente. A amostra MGD2 apresentou ICso de 124,9 pg/mL para essa

linhagem celular (Figura 27).
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Figura 27: Avaliacdo da viabilidade celular do ensaio MTT, com a linhagem celular de
fibroblasto (NIH/3T3) ap6s o tratamento com o extrato MGD2. Dados apresentados como
média £ SEM. One-way ANOVA seguido do teste de multiplas comparac6es de Dunnet, foi
utilizado para analisar a diferenga entre o controle e os grupos de tratamento, *p < 0,05
considerado significante.

O composto 1 foi testado através do ensaio de MTT com células NIH/3T3. Foi
observado diferenca estatistica quando comprado ao controle negativo na
concentracéo de 11,25 e 22,5 ug/mL, com viabilidade celular de 58,09% e 40,38%,
respectivamente. O composto 1 apresentou ICso de 9,12 pg/mL para essa linhagem
celular (Figura 28).

O composto 2 apresentou um perfil semelhante ao observado para o
composto 1 no ensaio de MTT com células NIH/3T3. Foi observado diferenca
estatistica nas maiores concentracdes (11,25 e 22,5 ug/mL), com viabilidade celular
de 57,47% e 43,21%, respectivamente. O composto 2 apresentou ICso de 8,94

pg/mL para essa linhagem celular (Figura 28).
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Figura 28: Avaliacdo da viabilidade celular do ensaio MTT, com a linhagem celular de
fibroblasto (NIH/3T3) apds o tratamento com o Composto Isolado 1 (A) e Composto Isolado
2 (B). Dados apresentados como média + SEM. One-way ANOVA seguido do teste de
multiplas comparacdes de Dunnet, foi utilizado para analisar a diferenca entre o controle e
0s grupos de tratamento, *p < 0,05 considerado significante.

O controle positivo Cloridrato de Doxorrubicina apresentou ICso de 1,39
Mg/mL, como apresentado no capitulo 1 (Figura 29). Ao realizar o ensaio de MTT,
tratando as células NIH/3T3 com DMSO, nas concentracfes equivalentes em que
a substancia é utilizada para diluir os compostos isolados, € possivel perceber que
o DMSO foi incapaz de afetar a viabilidade celular de maneira significativa. Nao foi
possivel determinar o valor de ICso dessa amostra, uma vez que em todas as
concentracdes a viabilidade celular manteve-se superior a 50% das células. (Figura

29).
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Figura 29: Avaliacdo da viabilidade celular do ensaio MTT, com a linhagem celular de
fibroblasto (NIH/3T3) apés o tratamento com o controle positivo Cloridrato de Doxorrubicina
(A) e DMSO (B). Dados apresentados como média + SEM. One-way ANOVA seguido do
teste de multiplas comparacdes de Dunnet, foi utilizado para analisar a diferenca entre o
controle e os grupos de tratamento, *p < 0,05 considerado significante.

4.2.4 AVALIAC}AO DO INDICE DE SELETIVIDADE
A partir dos valores de ICso obtidos pelo ensaio de atividade colorimétrica de
MTT em células HeLa e NIH/3T3 foi possivel calcular os valores de indice de
Seletividade para as amostras MGD, MGA e Cloridrato de Doxorrubicina (Tabela
5).
Tabela 5: Valores de ICs, com as linhagens celulares HelLa e NIH/3T3 e de indice de

Seletividade (IS) das amostras MGD2, Composto 1, Composto 2 e Cloridrato de
Doxorrubicina

ICso — - .
Amostra IC(5ﬁg—/rIT-]|EI)_a NIH/3T3 Indice de(ISSe)Ietlwdade
(Hg/mL)

MGD2 29,82 124,9 4,18
Composto 1 3,77 9,12 2,41
Composto 2 2,89 8,94 3,09

Cloridrato de Doxorrubicina 1,33 1,39 1,04
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4.2.5 ANALISE DO CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO DE
CELULAS HelLa

Através de citometria de fluxo de células HelLa tratadas com MGD2, composto
1 e composto 2 foi possivel notar um aumento da quantidade de células em sub-
GO para as trés amostras quando comparadas ao controle negativo. O controle
negativo apresentou 4,15% das células em sub-GO, enquanto que em MGD2 esse
percentual foi de 12,48% e nos compostos isolados 1 e 2 esses valores foram de
12,53 e 8,96%, respectivamente (Tabela 6).

Também foi possivel notar que ambos os compostos isolados, nas doses
equivalentes ao ICso, sdo capazes de afetar o ciclo celular de células HelLa. Os
resultados podem ser observados na figura 30 e tabela 6. O composto 1 induziu a
parada de ciclo celular em G2/M, como evidenciado pelo aumento significativo de
células na fase G2/M (25,22%) em comparacdo com o controle negativo (18,05%).
O composto 2 também induziu a parada do ciclo celular em G2/M, quando

comparado com o controle negativo, porém de forma menos intensa (21,4%).

Tabela 6: Proporcéo de células HeLa em SubGO e nas fases do ciclo celular (G1, S e G2/M)
apoés o tratamento com MGD2, Composto 1 e Composto 2 em doses equivalentes ao 1Cso.

SubGO0

G1

S

G2/M

Controle Negativo

MGD2
Composto 1

Composto 2

4,15 (+0,47)
12,48 (+2,20)
12,53 (+1,04)

8,96 (+1,10)

66,47 (+1,39)
60,35 (+1,05)
50,63 (+1,53)

60,47 (+1,25)

11,1 (x0,57)
12,63 (+0,79)
12,82 (+0,69)

11,03 (0,50)

18,05 (+1,41)
15,97 (+1,93)
25,22 (+0,42)

21,40 (+1,37)
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Figura 30: Analise de ciclo celular das células HelLa por citometria de fluxo com PI, apés
tratamento com: (A) controle negativo, (B) MGD2 (C) Composto 1 e (D) Composto 2

4.2.6 PREDICAO in silico DE ALVOS MOLECULARES (TARGET FISHING)

A partir da realizacdo da analise in silico por target fishing foi possivel predizer
possiveis alvos moleculares para as substancias isoladas de MGD. Ambos o0s
compostos apresentaram probabilidade de terem como alvo molecular diferentes
isoformas da enzima anidrase carbdnica (CA): I, VII, IX XIlI, XIIl (Tabela 7 e Tabela

8), porém com probabilidades distintas para cada substancia.
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Tabela 7: Predicéo in silico de alvos moleculares para o composto 1 isolado de MGD?2.

. Know
Alvo Nome — Classe o\ bilidade  YNPTOU  cHEMBLID  Actives
Molecular Comum do Alvo ID
(3D/2D)
Anidrase
Carbobnica CA7 Liase 0,23 P43166 CHEMBL2326 10/17
VII
Anidrase 10/ 18
Carbobnica CA13 Liase 0,23 Q8N1Q1 CHEMBL3912
X1
Anidrase
Carbobnica CAl12 Liase 0,23 043570 CHEMBL3242 28/31
Xl
Anidrase
Carbonica CA9 Liase 0,11 Q16790 CHEMBL3594 23/ 36
IX
Anidrase CAL Liase 0.11 P00915 CHEMBL261 38/ 14
Carbonica |

Tabela 8: Predicao in silico de alvos moleculares para o composto 2 isolado de MGD?2.

Alvo Nome Classe Uniprot Know
Probabilidade P ChEMBL ID  Actives
Molecular Comum do Alvo ID
(3D/2D)
Anidrase
Carbobnica CA7 Liase 0,18 P43166 CHEMBL2326 0/17
Vil
Anidrase 0/18
Carbbnica CA13 Liase 0,18 Q8N1Q1 CHEMBL3912
X1
Anidrase
Carbbnica CA12 Liase 0,11 043570 CHEMBL3242 7131
Xl
Anidrase CAl Liase 0,09 PO0915  CHEMBL261 7136
Carbonica |
Anidrase
Carbobnica CA9 Liase 0,09 Q16790 CHEMBL3594 7114
IX
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4.3 DISCUSSAO

O extrato MGD2, foi testado através do ensaio de viabilidade celular por MTT
utilizando células tumorais e ndo tumorais. Dessa forma foram obtidos os valores
de 1Cs0 de 29,82 pg/mL para HelLa e 124,9 pg/mL para NIH/3T3. A partir desses
valores, foi calculado o indice de seletividade (IS: 4,18), mostrando entdo que tal
amostra possui uma atividade antiproliferativa seletiva contra as células HeLa. A
andlise do ciclo celular por citometria de fluxo, revelou que MGD2 n&o induziu a
parada do ciclo celular, no entanto aumentou significativamente a concentracao de
células em subGO, indicando entdo uma possivel inducdo a apoptose, ja que a
guantidade de células apoptéticas esta relacionada ao conteudo de DNA
fragmentado, o qual pode ser observado em subG0/G1 (DARZYNKIEWICZ et al.,
2010). A analise do perfil fitoquimico de MGD2 evidenciou uma similaridade com a
amostra MGD (capitulo 1), no entanto, € possivel notar que em MGD2 ha uma
concentracao relativa maior de alguns compostos, incluindo os que foram isolados
posteriormente no trabalho. Essa diferenca pode ser explicada por caracteristicas
de sazonalidade e idade do individuo. Apesar de ambas as coletas terem sido
realizadas no mesma época do ano e no mesmo individuo, foram realizadas em
anos diferentes e em condicdes meteorolégicas distintas o que pode ter
influenciado na composicéo dos extratos, pois esses fatores tém grande influéncia
na producdo de metabdlitos secundarios (CECHINEL FILHO et al., 1998). Dessa
forma, é possivel indicar que a atividade antiproliferativa seletiva para HeLa que foi
observada para MGD2 est& diretamente relacionada com a presenca de compostos
anotados, dentre eles os compostos isolados 1 e 2.

Através de diferentes técnicas de fitoquimica classica, foi possivel isolar a

partir do extrato MGD2, dois acidos fendlicos derivados do acido coruleoelagico: o
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composto 1 (acido 3,3',4,4’,5’ — pentametil coruleoelagico) e o composto 2 (acido
3,3,4,5,5’ — pentametil coruleoelagico). O composto 1, ja foi descrito anteriormente
(LAKORNWONG et al., 2018), porém, nunca havia sido testado para nenhuma
atividade biolégica. O composto 2, € uma substancia inédita, descrita pela primeira
vez neste trabalho.

Quando testados através do ensaio de MTT com células HeLa e NIH/3T3,
ambos 0s compostos se mostraram citotoxicos para as células tumorais, mas sem
afetar de forma significativa a viabilidade das células ndo tumorais. Os valores de
ICso para tais linhagens refletem nos valores de IS =2 para o composto 1 (IS = 2,41)
e composto 2 (IS = 3,09). Tratando-se de compostos novos, ndo existem dados na
literatura suficientes para justificar os resultados obtidos. No entanto, como
constatado por andlise in silico, ambos os compostos isolados possuem como
possivel alvo molecular a enzima anidrase carbbnica, a qual possui um papel
crucial na carcinogénese de tumores soélidos (BENEJ et al., 2014).

Os tumores solidos crescem rapidamente devido a proliferacdo celular
descontrolada. A medida que o crescimento do tumor avanca, devido a vasculatura
inadequada, surgem areas com privacao de oxigénio, resultando em uma condi¢ao
conhecida como hipdxia tumoral. Essa condicdo é responsavel por provocar
alteracdes significativas no comportamento das células cancerosas incluindo
alteracdes na expressdo génica e no metabolismo celular. Para resolver essa
guestéao relacionada ao oxigénio, as células cancerosas passam a realizar glicélise
anaerobica e dessa forma é mantida a demanda energética da ceélula, porém é
gerada uma grande quantidade de acido latico (que se dissocia em H* e lactato) e

didxido de carbono (COz2), que irdo contribuir para a diminuicdo do pH extracelular
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e consequentemente o desenvolvimento de um meio acido no microambiente
tumoral (BENEJ et al., 2014; CHICHE et al., 2009).

Para compensar essa acidificacdo e manter um ambiente favoravel para o
crescimento tumoral, as células cancerosas frequentemente aumentam a atividade
da anidrase carbbnica. A anidrase carbdnica é uma metaloenzima transmembrana
que atua catalisando a conversao reversivel do CO2 e agua em ions bicarbonato
(HCO3) e ions hidrogénio (H*). Portanto, a partir da reacdo catalisada pela
anidrase carbdénica séo fornecidos os ions bicarbonato, que séo transportados para
o interior das células através de transportadores de anions. No meio intracelular, o
bicarbonato interage com os protons liberados pelo metabolismo glicolitico,
atuando como um tampéao, e neutralizando o pH. Assim, o pH do microambiente
tumoral se mantém favoravel para o crescimento e sobrevivéncia das células
tumorais (BENEJ et al., 2014; CAMPOS et al., 2022; PARKS et al., 2011).

A CA IX é uma isoforma da anidrase carbodnica frequentemente ativada neste
mecanismo para a regulacdo do pH no microambiente tumoral. A CA IX foi
descoberta inicialmente como uma proteina presente nas membranas de células
HelLa, posteriormente foi analisada a sequéncia gendmica da proteina. Apés a
observacdo de um dominio catalitico especifico para a familia de CAs, a proteina
foi incluida nesta familia. Dessa forma, estudos indicam que o cancer de colo de
Utero e consequentemente as células HelLa apresentam grandes quantidades de
anidrase carbbnica, sendo entdo fundamental para a sua carcinogénese
(OPAVSKY et al., 1996; TEMIZ et al., 2021).

A anidrase carbbnica € um dos alvos da terapia contra o cancer,
especificamente a CAIX, que é quase exclusivamente associada a tumores, e a

CAXIl, que aparece superexpressa em alguns tipos de cancer. Nesse sentido, &
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interessante a descoberta/desenvolvimento de substancias que inibem a anidrase
carbbnica, afetando entéo os processos de tumorigénese. No contexto do cancer,
a inibicdo dessa enzima tem mostrado potencial terapéutico ao manter o
microambiente acido ao redor do tumor, impedindo seu crescimento e
disseminacéao. Além disso, a inibicdo da anidrase carbdnica é capaz de interferir na
angiogénese, comprometendo o fornecimento de nutrientes e oxigénio ao tumor
(BENEJ et al, 2014; CAMPOS et al, 2022; SUPURAN et al, 2015).
Especificamente, a isoforma CA IX aparece superxpressa em diferentes canceres
(mama, colon, colo do atero, melanoma e pulméo, por exemplo), no entanto, a
expressao dessa enzima é restrita a alguns locais em tecidos saudaveis (ductos
biliares intra-hepaticos, mucosa gastrica e duodeno) e por isso, essa enzima € um
alvo estratégico na terapia contra o cancer (CAMPOS et al., 2022; TEMIZ et al.,
2021).

Portanto, a possivel inibicdo da enzima anidrase carbénica provocada pelos
compostos isolados 1 e 2 podem justificar a atividade antiproliferativa observada no
presente estudo, ja que dessa forma o pH do meio em que se encontra as células
nao favorece a proliferacdo das mesmas. O fato de existirem grandes quantidades
da enzima CA na membrana das células HeLa quando comparado com as células
ndo tumorais justifica os valores de indice de seletividade observados para ambos
0S compostos testados.

Além disso, estudos indicam que a inibicdo da CA IX esta diretamente
relacionada a morte celular de células HelLa, uma vez que essa inibicdo diminui
significativamente os niveis de pH intracelular, o que desencadeia as vias
intrinsecas e extrinsecas da apoptose. Nesse contexto, os dados indicam que a

inibicdo de CA IX induz a apoptose ao aumentar a expressao de caspases (3, 8, 9
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e 12) e do gene BAX que regula a via apoptotica. Também € observado um
aumento intracelular de ROS (espécies reativas de oxigénio), 0os quais quando se
acumulam induzem danos ao DNA que levam a apoptose celular e consequente
interrupcéo do ciclo celular em GO/G1(TEMIZ et al., 2021). Esses fatos corroboram
os resultados obtidos para os compostos isolados e o0 extrato MGD2 através da
citometria de fluxo, onde foi observado um aumento do numero de células em
SubGO0 (12,53% para o composto 1; 8,96% para o composto 2 e 12,48% para
MGD2), quando comparado com o controle negativo (4,15%), indicando uma maior
populacdo de células com DNA fragmentado, as quais possivelmente foram
induzidas a apoptose. Estudos com outras linhagens celulares indicam que a
inibicdo de CA IX parece estar relacionada com a parada de ciclo celular na fase
G2/M. Esse fato foi observado ao bloquear as anidrases carbdnicas presentes na
membrana das células de cancer de mama MDA-MB-231 (GUTTLER et al., 2017)
e das células HCT-116 de cancer de célon (ELDEHNA et al., 2018), no entanto os
mecanismos envolvidos nesse processo ainda ndo sao elucidados. Porém, esses
estudos corroboram os resultados encontrados para 0s compostos isolados 1 e 2,
gue foram capazes de parar o ciclo celular das células HelLa na fase G2/M, quando
tratadas com valores correspondente ao ICso. A regulacdo da parada do ciclo
celular desempenha um papel crucial na terapia contra o cancer, uma vez que as
células cancerosas tém uma propensao aumentada para evitar os mecanismos
normais de controle do ciclo celular, dessa forma, a interrup¢éo do ciclo celular
impede a replicacdo descontrolada das células cancerosas, levando a inibicdo do
crescimento tumoral. Por esse motivo ha um grande interesse no desenvolvimento
de quimioterapicos que sao capazes de parar o ciclo celular de células do cancer

(ALEEM e ARCECI, 2015; SALEH et al., 2019).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

5.1 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos no pressente estudo é possivel concluir que a
espécie Myrciaria glazioviana (extratos e compostos isolados) apresenta um
enorme potencial contra as células de céncer cervical. Dentre as amostras
testadas, o extrato MGD e a fracdo MGA das folhas de M. glazioviana apresentaram
resultados promissores, ao apresentarem atividade antiproliferativa seletiva frente
as células HelLa, além de inibirem a migracdo dessa linhagem celular. Tal atividade
antiproliferativa parece estar relacionada com a capacidade que essas amostras
possuem de estimularem a ativacdo das capases 3/7, induzindo entdo a morte
celular por apoptose. A partir da técnica de LC-MS, foi possivel identificar os
compostos presentes nas amostras, as quais apresentam um perfil fitoquimico
semelhante, com a predominancia da presenca de compostos fendlicos. Dados da
literatura indicam que as atividades biolégicas observadas pra MGD e MGA
possuem relacao direta com os compostos presentes nas amostras.

Com o intuito de realizar o isolamento de compostos bioativos, um novo
extrato diclorometano das folhas de M. glazioviana (MGD2) foi confeccionado. Tal
extrato apresentou uma atividade antiproliferativa seletiva para as células Hela,
além de induzir o aumento das células em subGO. Foi observado por LC-MS que
MGD2 possui um perfil cromatografico muito semelhante a MGD, portanto, as
atividades observadas podem ser explicadas pelos compostos identificados nessa
amostra, 0s quais apresentam atividades bioldgicas descritas em outros estudos.

A partir de diferentes técnicas de fitoquimica classica, foi possivel isolar do
extrato MGD2 dois diferentes compostos: o acido 3,3',4,4’,5 — pentametil

coruleoelagico (composto 1) e o acido 3,3,4,5,5 — pentametil coruleoelagico
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(composto 2). Ambos os compostos sdo derivados do acido coruleoelagico, e
apresentam atividade antiproliferativa seletiva para células Hel a, tal atividade pode
estar relacionada com uma possivel inibicdo da enzima anidrase carbonica, a qual
esta diretamente ligada a progressdo da carcinogénese, uma vez que a partir da
analise in silico foi possivel estabelecer tal enzima como alvo molecular dos
compostos 1 e 2. Ambos os compostos foram capazes de parar o ciclo celular das
células HelLa na fase G2/M, além de aumentar a populacdo de células em sub-GO.
Esse resultado também parece ter relacdo com a inibicdo da anidrase carbodnica,

no entanto os mecanismos envolvidos ndao estao esclarecidos.

5.2 PERSPECTIVAS

O presente estudo é inédito, uma vez que até o momento a espécie Myrciaria
glazioviana, incluindo os extratos e ambos os compostos isolados nunca haviam
sidos testados para atividade antiproliferativa, sendo que o composto 2 foi descrito
pela primeira vez neste trabalho. Dessa forma, tratam-se de estudos iniciais, sendo
necessarios Nnovos ensaios para essa atividade biolégica.

Sendo assim, as perspectivas futuras do presente trabalho visam a realizacéo
de novos ensaios envolvendo os compostos isolados. Portanto, serdo realizados
ensaios que visem a elucidacdo dos mecanismos envolvidos na atividade

antiproliferativa observada para ambos os compostos.
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8. ANEXO

8.1 IMAGENS MICROSCOPICAS DO ENSAIO DE MIGRACAO
CELULAR

Cloridrato de Doxorrubicina

Anexo 1: Imagens microscopicas do ensaio de migracdo celular. Imagens obtidas
através do microscopio EVOS (aumento de 10x), dos grupos Controle Negativo,
Doxorrubicina 1,75 pg/mL, MGA 15 pg/mL e MGD 30ug/mL, antes (T0) e ap6s 12 e 24h do

tratamento (T1 e T2 respectivamente).
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