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RESUMO

O fruto da Myrciaria dubia é conhecido por apresentar o maior teor de vitamina C entre
os frutos da regido amazonica. Diversos estudos tém demonstrado os beneficios do seu
uso, como a melhora do perfil lipidico e reducdo do estresse oxidativo de ratos
diabéticos, a reducdo dos niveis plasmaticos de glicose, insulina e lipidios, além das
atividades anti-inflamatoria, hepatoprotetora, antimicrobiana e antigenotoxica. Assim,
pode-se observar que a M. dubia apresenta elevado potencial de utilizagcdo na prevencao
e tratamento de diversas doencas, inclusive dos diferentes tipos de cancer. O presente
trabalho investigou a acdo citotoxica do extrato bruto hidroalcoolico da casca do fruto
da Myrciaria dubia em células neoplésicas das linhagens de leucemia monocitica aguda
(THP-1) e leucemia mieloide cronica (K562). A viabilidade celular foi avaliada pelo
MTT (-3-(4,5-dimetil-2-tiazol) 2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazom). Para o teste in
vivo, 16 camundongos fémeas Swiss sofreram a inducdo de tumor ascitico de Erlich e
foram distribuidos em 2 grupos de 08 animais. Um dos grupos recebeu tratamento com
0 extrato hidrooalcoolico, por gavagem, na concentracdo de 1g de extrato por kg de
peso do animal. Ao final do experimento, foi feita a remocao do liquido ascitico dos
animais, para a realizacdo de contagem celular total e analises morfométricas, e do
sangue para verificacdo de marcadores inflamatorios e dos perfis hepatico e renal, além
das dosagens do lipidograma e glicemia. Os resultados demonstraram reducéo
significativa de peso e circunferéncia abdominal nos animais do grupo tratado com o
extrato, com o peso sendo 11% menor nesse grupo, p<0,01. Nas analises bioquimicas
verificou-se a significativa diminuicdo da transaminase glutdmico oxalacética (TGO)
(p<0,01) e dos demais parametros (p<0,05), com excecdo do triglicerideo. O teste in
vitro demonstrou elevado potencial citotoxico do extrato para as células neoplésicas,
principalmente as da linhagem de leucemia mieloide crénica (K562), com reducdo
significativa da viabilidade celular até¢ mesmo na menor concentracdo do extrato e IC50
= 0,28 + 3,13 mg de extrato. Confirma-se, entao, os efeitos anti-inflamatdrio e protetor
de lesdo tecidual do fruto da M. dubia e fica demonstrado o potencial citotdxico do
extrato hidroalcodlico da casca do fruto em células leucémicas, o que possibilita o
fracionamento do extrato para a potencializacdo dos efeitos demonstrados e

identificacdo dos compostos fitoquimicos bioativos.

Palavras-chave: Mpyrciaria dubia, antioxidante, antineoplasico, tumor de erlich,
compostos fendlicos



ABSTRACT

The fruit of Myrciaria dubia is known to present the highest vitamin C content among
the fruits of the Amazon region. Several studies have demonstrated the benefits of its
use, such as the improvement of lipid profile and reduction of oxidative stress in
diabetic rats, reduction of plasma glucose, insulin and lipid levels, as well as anti-
inflammatory, hepatoprotective, antimicrobial and antigenotoxic activities. Thus, it can
be observed that M. dubia has a high potential of use in the prevention and treatment of
several diseases, including the different types of cancer. The present work investigated
the cytotoxic action of the crude hydroalcoholic extract of the Myrciaria dubia fruit bark
on neoplastic cells of the acute monocytic leukemia (THP-1) and chronic myeloid
leukemia (K562) lines. Cell viability was assessed by MTT (-3- (4,5-dimethyl-2-
thiazole) 2,5-diphenyl-2-H-tetrazonium bromide). For the in vivo test, 16 Swiss female
mice underwent the Erlich ascites tumor induction and were distributed in 2 groups of
08 animals. One of the groups received treatment with the hydroalcoholic extract by
gavage, in the concentration of 1g extract per kg of animal weight. At the end of the
experiment, the ascitic fluid was removed from the animals to perform a total cell count
and morphometric analysis, and the blood was checked for inflammatory markers and
hepatic and renal profiles, as well as lipid and blood glucose measurements. The results
showed a significant reduction in weight and waist circumference in the animals treated
with the extract, with the weight being 11% lower in this group, p <0.01. The
biochemical analysis showed a significant decrease in glutamic oxalacetic transaminase
(OGT) (p <0.01) and other parameters (p <0.05), with the exception of triglyceride. The
in vitro test demonstrated a high cytotoxic potential of the extract for the neoplastic
cells, especially those of the chronic myeloid leukemia (K562) strain, with a significant
reduction in cell viability even in the lowest extract concentration and IC 50 = 0.28 £
3.13 mg extract. The anti-inflammatory and protective effects of tissue damage of the
M. dubia fruit are confirmed and the cytotoxic potential of the hydroalcoholic extract of
the fruit peel in leukemic cells is demonstrated, which allows the fractionation of the
extract to potentiate the demonstrated effects and identification of bioactive

phytochemical compounds.

Keywords: Myrciaria dubia, antioxidant, antineoplastic, erlich tumor, phenolic

compounds
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INTRODUCAO GERAL

Desde os primordios da humanidade, o homem sempre manteve um estreito
relacionamento com as plantas, utilizando-as para alimentacdo, confeccdo de
instrumentos, construgdo de abrigos, como fonte de combustdo e para atender
finalidades terapéuticas (1). No entanto, até o século XVII, os produtos botanicos eram
utilizados in natura ou apos serem submetidos a procedimentos simples, como coccéo,
infusdo e maceragdo (2). O médico suico Paracelso, considerado o pai da Fisico-
Quimica, foi o primeiro a propor a extracdo de produtos naturais bioativos a partir de
fontes vegetais, originando a nocgdo de principio bioativo (3). Porém, foi apenas no
século XVI1II que teve inicio o processo de identificacdo destas substancias e, com isso,
a transicdo entre plantas medicinais e os produtos farmacéuticos modernos (3).
Atualmente, muitas destas substancias sdo sintetizadas e comercializadas em larga
escala (4).

Muitos dos compostos bioativos identificados e isolados de vegetais foram
descobertos a partir da investigacdo do uso dessas plantas para finalidades medicinais,
principalmente pelas comunidades tradicionais, como as indigenas (2). Outros foram
descobertos acidentalmente, toma-se como exemplo um fato curioso acontecido ha
Varios anos na Australia, onde um rebanho de carneiros que se alimentavam de um trevo
(Trifolium  subterraneum) comecou a apresentar disturbios de gravidez,
desenvolvimento mamario e secrecdo lactea, independentemente de serem fémeas ou
machos. Posteriormente, esta atividade estrogénica foi atribuida a genisteina, composto
pertencente ao grupo dos flavanoides, subgrupo isoflavona, que fazia parte dos
constituintes quimicos do trevo (5). Atualmente, sabe-se que essa isoflavona pode ser
encontrada em graos de soja, em um percentual relativamente elevado, (6) e apresenta
significativo efeito antimutagénico (7) e antioxidante (8) .

A busca por novos compostos bioativos permanece, e a regido amazonica brasileira
se apresenta nesse cenario como um reservatorio de uma gigantesca biodiversidade
floristica que deve ser explorada para tratamento e prevencdo de diversas doencas,
inclusive o cancer (9).

O cancer € a segunda doenca com maior indice de mortalidade no mundo, estando
atrads apenas das doencas cardiovasculares (10). Por sua elevada prevaléncia, dificil
tratamento e frequentes reincididas (11), as neoplasias malignas tem sido alvo de

diversas pesquisas que visam o desenvolvimento de novos quimioterapicos.
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Neste trabalho, nos propomos a realizar intensa pesquisa bibliografica, enfatizando o
potencial farmacoldgico do fruto da M. dubia, e a desenvolver testes experimentais para
verificacdo do efeito antitumoral do seu extrato hidroalcodlico em tumor ascitico
induzido em camundogos, além de verificar o efeito citotoxico em linhagens de células
neoplasicas pelo teste in vitro de citotoxicicidade com o MTT {brometo de [3-(4,5-

dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazdlico]}.

1.1 Cancer

Cancer é¢ uma terminologia que designa um conjunto de mais de cem doencas que
tém em comum o crescimento desordenado de células que apresentam capacidade de
invadir tecidos e oOrgdos adjacentes, podendo por via linfatica ou hematogénica,
espalhar-se (metéstase) para outras regides do corpo (12). Dividindo-se rapidamente,
essas cCélulas possuem elevada agressividade, desencadeando um processo de
proliferacdo incontrolavel, que culmina com a formacéo dos tumores malignos (13). O
termo neoplasia significa literalmente novo crescimento e define condi¢des de
proliferacdo celular anormal, encontrada tanto em tumores benignos quanto em
malignos (14). Entretanto, os tumores benignos sdo massas celulares circunscritas, de
crescimento lento e que mantem caracteristicas teciduais, sendo geralmente separadas
do tecido adjacente por intermédio de uma capsula (13).

Normalmente a presenca de tumores benignos ndo coloca em risco a vida do
individuo (14). Ja os tumores malignos, crescem de forma invasiva com a caracteristica
de serem potencialmente letais, podendo reincidir, tanto localmente como a distancia do
sitio primario, mesmo apos o tratamento (15).

Atualmente, de acordo com dados publicados pela Organizacdo Mundial da Saude,
0 cancer € considerado a segunda causa de morte no mundo e foi responsavel por 8,8
milhdes de mortes em 2015. Em todo o globo, cerca 1 em cada 6 mortes é devido ao
cancer. E as estimativas mostram que o numero de novos casos deverd aumentar cerca
de 70% nas proximas duas décadas (16).

Existem trés abordagens principais para o tratamento de cancer: excisdo cirurgica,
radioterapia e quimioterapia. Atualmente, a quimioterapia é considerada o0 método mais
efetivo para o tratamento da doenca, pois diversos tumores caracterizam-se pelo
desenvolvimento precoce de micrometastases, havendo a necessidade de uma

abordagem terapéutica sistémica (17).
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O sucesso no tratamento das neoplasias por meio da quimioterapia depende da
maior sensibilidade das células neoplésicas aos farmacos aplicados, visto que células em
proliferacdo sdo em geral, mais susceptiveis a estes agentes do que as células
quiescentes, de tecidos que apresentam baixa taxa de renovagdo (18). Entretanto, as
diferencas de sensibilidade entre as células neoplasicas e normais sdo as vezes
pequenas, e a toxicidade é um problema comum (19).

Embora existam farmacos consagrados no tratamento do cancer, nenhuma das
abordagens terapéuticas atuais € capaz de regredir completamente as suas diferentes
manifestacbes (18). Além disso, 0 uso de agentes antitumorais acarreta numa alta
incidéncia de efeitos adversos associados a sua elevada toxicidade e inespecificidade
(20). Portanto, a descoberta de novos compostos bioativos com capacidade antitumoral
e antineoplasica é crucial para o desenvolvimento de um tratamento efetivo com a

minimizagao dos efeitos colaterais.

1.2 Cancer de mama

De acordo com a organizacdo Pan-Americana da Saude, o cancer de mama é o
mais comum entre as mulheres, ocupando a segunda posi¢éo entre as principais causas
de morte nesse pulblico. Estima-se que, em 2012, 408 mil mulheres foram
diagnosticadas com a doenca e mais de 92 mil morreram devido ao cancer, no
continente americano (21). No Brasil, a estimativa de novos casos para o0 ano de 2018 é
de 59.700, sendo o tipo de cancer mais comum entre as mulheres brasileiras, depois do
de pele ndo melanoma. O cancer de mama também acomete homens, porém ¢é raro,
representando apenas 1% do total de casos da doenca (22).

O cancer de mama, que acomete as mulheres principalmente ap6s os 35 anos de
idade, pode desencadear perda funcional e alteracbes na autoimagem que afetam a
salde nos niveis psiquico, emocional e social das pessoas acometidas (23). A doenca
muitas vezes altera a qualidade de vida dos pacientes, promovendo mudancas que
afetam o trabalho, a familia e a sexualidade (24).

A mastectomia é o tratamento primario do cancer de mama, consistindo na
intervencdo cirdrgica de remoc¢édo do tumor, podendo atingir tecidos circundantes ou até
culminar com a retirada da mama, dos linfonodos axilares e dos musculos peitorais

(25). Tratamentos complementares geralmente sdo necessarios, como a radioterapia,



21

quimioterapia e hormonioterapia, melhorando a eficiéncia do tratamento e aumentando
a possibilidade de cura (25).

Contudo, devido principalmente a quimioterapia e radioterapia, podem ocorrer
efeitos secundarios importantes nas células normais dos tecidos labeis, que apresentam
renovagdo continua, como as do gastrointestinal, capilares e as do sistema imunolégico,
causando diarréia, nauseas, vomitos, alopecia e maior suscetibilidade as infeccdes (26).

Devido a similaridade entre células malignas e normais do corpo, 0 grande
desafio para o tratamento do cancer de mama, e dos diversos tipos de céncer, € a
distincdo entre essas células, o que demonstra a necessidade de intensa pesquisa para a
descoberta de novos medicamentos destinados ao combate seletivo das células tumorais
(27).

1.3 Tumor de Ehrlich

O tumor de Ehrlich foi desenvolvido por Paul Ehrlich em 1905, sendo, no ano
seguinte, classificado como um adenocarcinoma mamario espontaneo de camundongos
fémeas (28). Inicialmente, o tumor era experimentalmente induzido e mantido sob a
forma sélida, sendo transferido entre animais da mesma espécie (28). Somente em 1932,
Loewenthal e Jahn desenvolveram a forma ascitica do tumor, ao implantar células
obtidas do tumor de Erlich na cavidade peritoneal de camundongos, observando o
crescimento das células neoplasicas suspensas no fluido ascitico (29).

Apos 7 dias de inoculacdo, a forma sélida do tumor de Erlich apresenta-se como
massa palpavel de consisténcia firme. A andlise histopatolégica da massa tumoral
permite verificar estroma delicado e parénquima indiferenciado, com células
arredondadas, com citoplasma escasso, nucleo central, nucléolos proeminentes e intenso
pleomorfismo; além de serem observadas figuras de mitose e mitoses aberrantes (30) .

Por outro lado, nesse mesmo periodo de evolucdo, o tumor ascitico apresenta
grande quantidade de fluido levemente viscoso e de aspecto leitoso, com predominancia
de células tumorais (30). A analise citoldgica indica células pleomdficas, com didmetro
de 2 a 3 vezes superior ao das hemécias (31).

O tumor de Erlich tem sido utilizado como modelo experimental para varios
estudos, tais como : avaliagcdo de efeito antitumoral de toxinas (32), extratos vegetais

(33), drogas anti-inflamatorias (34), agentes proteicos (35), neurotransmissores (31);
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além de testes para o desenvolvimento de marcadores de proliferacdo celular (36),
verificacdo da resposta imunoldgica ao tumor (37) e influéncia do estresse sobre cancer
(38).
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Capitulo |

O capitulo | serd enviado a revista Acta Amazonicaem forma de artigo de
revisao. Essa revista cientifica multidisciplinar de livre acesso foi fundada em 1971 pelo
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA, sendo publicadora de artigos em
uma ampla gama de disciplinas, incluindo botanica, agronomia, ciéncia florestal,
zoologia, ecologia, quimica, climatologia, saude e ciéncia social. O seu conceito Qualis

CAPES ¢ B2 na érea interdisciplinar.
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Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh: aspectos botanicos, composicao
quimica e potencial farmacolégico

Resumo

Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh é uma planta frutifera pertencente a familia
Mirtaceae, amplamente distribuida na bacia amazénica. Esta revisdo teve como objetivo
sumarizar o conhecimento botanico, de composi¢cdo quimica e potencial farmacol6gico
do fruto da M. dubia. A pesquisa foi realizada nas bases PubMed, Lilacs e SCIELO com
utilizagdo dos descritores "Myrciaria dubia” or "camu-camu. No total foram
encontrados 130 artigos, publicados entre 1990 e 2018, dos 44 foram escolhidos por
abordarem o tema proposto, a partir dos quais verificou-se que o fruto apresenta grande
variedade de compostos bioativos: vitamina E, B-caroteno, pectina, fibras, minerais
(nitrogénio, fdsforo e potassio), varios compostos fendlicos com atividade antioxidante,
como flavondides, taninos e acidos fendlicos, além de acidos organicos (acido citrico e
acido malico) e acidos graxos (acido estearico [CH3(CH2)16COOH], linoléico ou 6mega
6 [CH3 - (CH2)s- CH = CH - CH2- CH = CH - (CH)7 - COOH] e oleico ou omega 9
[CH; - (CH2)7 - CH = CH (CHz)7 - COOH]). Os artigos selecionados tambem
demonstraram diversos beneficios atribuidos ao uso do fruto da M. dubia, como
melhora do perfil lipidico e reducdo do estresse oxidativo em ratos diabéticos, reducao
dos niveis plasmaticos de glicose, insulina e lipidios, bem como as atividades anti-
inflamatorias, hepatoprotetora, antimicrobianas e antigenotoxicas. Pode-se, portanto,
inferir que a M. dubia apresenta alto potencial para sua utilizacdo como alimento

nutritivo capaz de atuar na prevencao e tratamento de diversas doengas.

Palavras-chave: Myrciaria dubia, camu-camu, compostos fenolicos, compostos

bioativos

1 INTRODUCAO

O camu-camu (Myrciaria dubia) é uma arvore frutifera, pertencente a
familia Mirtaceae, amplamente distribuida na bacia amazénica (39). Essa planta possui
elevado teor de vitamina C, encontrado principalmente em seu fruto, podendo chegar a
6.000 mg de acido ascorbico por 100 g de fruto (peso fresco), de acordo com Yuyama
(2002)(40).
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No territorio brasileiro, a M. dubia recebe diversas designagdes populares: araca,
araca-d’agua, araga-do-lago, aracarana, aracazinho, cacari, camucamuzeiro, crista-de-
galo, sardo e socorén (41). Quanto a disposicdo geografica, € um arbusto tipico da
Amazonia, crescendo nas margens de rios e lagos, podendo ser encontrado tanto na
regido amazonica brasileira, como em outros paises da América do Sul, como
Colébmbia, Peru e Venezuela (42).

O fruto da M. dubia apresenta polpa macia e suculenta utilizada, principalmente no
Peru, para o preparo de refresco, sorvete, picolé, geleia, doce e licor (43). Devido a
acidez elevada, os frutos raramente s&o consumidos frescos. Dentre os diversos
elementos que podem ser encontrado no fruto, estdo: vitamina A, glicose, frutose,
amido, pectina, antocianinas, fibras, minerais (nitrogénio, fosforo e potassio) e varios
compostos fenolicos com atividade antioxidante (2,6,7).

Diversos estudos tém demonstrado os beneficios do uso do camu-camu e seus
derivados, como a melhora do perfil lipidico e reducdo do estresse oxidativo de ratos
diabéticos (46) , a reducdo dos niveis plasmaticos de glicose, insulina e lipidios,
relatada por Nascimento et al. (2013) (47), aléem das atividades antinflamatoria (48),
hepatoprotetiva (49) e antimicrobiana (50) demonstradas em diversas pesquisas.

Dessa forma, o camu-camu apresenta propriedades que demonstram elevado
potencial para sua utilizacdo como alimento funcional atuante na prevencdo e

tratamento de diversas doencas.

2 Meétodos

O levantamento foi realizado por meio de pesquisa livre na Pubmed, Scielo e Lilacs,
onde foram incluidas nos resultados de busca obras completas de lingua espanhola,
inglesa ou portuguesa e suas respectivas tradugdes. Os descritores utilizados foram:
“Myrciaria dubia” or “camu-camu”. Ressaltando que a coleta de material no Scielo
foi realizada atraves da busca por assunto, pois neste banco de informagdes ndo se
utiliza busca por descritores.

No total foram encontrados 130 artigos, publicados entre 1990 e 2018, dos quais
foram selecionados para esta pesquisa somente artigos que, na leitura dos resumos, se
enquadrassem no tema: aspectos boténicos, composicdo quimica e potencial

farmacologico da M. dubia. Dos 130 artigos, 44 atenderam aos critérios estabelecidos,
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sendo que os demais enfatizavam aspectos agrondmicos, filogenéticos, de

melhoramento genético e engenharia de producdo néo aplicaveis ao tema desenvolvido.

3 Aspectos botanicos

A Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh, é uma espécie da flora amazbnica que
apresenta caracteristica diploide com 2n = 22 cromossomos, esta distribuida em
grande parte da Amazonia brasileira, nos estados do Pard, Amapa, Amazonas,
Rond6nia, Roraima e Mato Grosso. E encontrada, ainda, na AmazoOnia peruana e na
Amazonia venezuelana (53). Tornou-se conhecida pela elevada concentracdo de
vitamina C, além de produzir diversos compostos fitoquimicos bioativos (51).

Segundo Yuyama (52), a morfologia da M. dubia é de um arbusto lenhoso que pode
medir de 1,5 a 4 metros de altura. Seu caule pode se apresentar de duas formas: um
curto caule que se ramifica, assim que emerge do chdo, ou um conjunto de caules que
simultaneamente emergem do solo. Seu fruto tem aspecto bacéaceo, globoso, com
mesocarpo carnoso (gelatinoso) e esbranquicado, de sabor citrico; verde palido quando
imaturo e vinaceo quando maduro, de 1,4 a 2,7 cm de altura e 1,6 a 3,10 cm de
diametro. O fruto pode conter de 1 a 4 sementes, de aspecto reniforme, com fibrilas na
superficie (52).

4 Composic¢do Quimica

O fruto da M. dubia é rico em antioxidantes naturais, acido ascorbico, vitamina E, -
caroteno e diversos compostos fendlicos, tais como flavondides, taninos e acidos
fendlicos (54,55). Os compostos fenodlicos possuem excelente atividade
antioxidante por causa de suas propriedades redutoras e estrutura quimica que
desempenham um papel importante na neutralizacdo e sequestro de radicais livres e
quelagdo de metais de transicdo, sendo capazes de atuar nos estagios de iniciacdo e
propagacao do processo oxidativo (56).

O fruto também contém uma gama de aminoéacidos, acidos organicos (como acido
citrico, acido isocitrico e acido malico) e acidos graxos (predominantemente acido
estearico [CH3(CH2)16COOH], linoleico ou &mega 6 [CH3-(CH.)s-CH=CH-CH>-
CH=CH-(CH,);COOH] e oleico ou émega 9 [CH3 - (CH2)7 - CH = CH (CHy)7 -

COOH], alem dos carboidratos glicose e frutose (57).



27

3.1 Vitamina C

A concentracdo de vitamina C encontrada no camu-camu, equivale, de modo geral,
a 40 vezes a de uma laranja e 55 vezes a de um limdo (58).

Observando-se a tabela 01, percebe-se que ha grande variacdo quanto a
concentracdo de acido ascérbico encontrada no fruto da M. dubia, de 861,73 a 6000 mg
de &cido ascérbico por 100 g de fruto. Os fatores capazes de influenciar o teor de
vitamina C do fruto incluem o estado de maturacdo, frutos mais verdes apresentam
maior concentragdo da vitamina em questdo, solo, clima, sazonalidade e método de
quantificacdo. Apesar da variacdo apresentada pelos estudos, o camu-camu mantém sua
posicao de fruto com o maior teor de vitamina C (40,59).

Tabela 01: Concentragéo de Acido Ascdrbico na polpa ou suco de camu-camu expressa em mg por 100 g
de fruto ou 100 mL de suco, de acordo com as respectivas publicagdes.

Referéncias Concentragdo de Acido Ascorbico
Yuyama, 2002 (40) 3571 - 6000 mg/100 g de fruto
Rufino, 2010 (60) 1882 + 43.2 mg/100 g de fruto
Villanueva- Tiburcio, 2010 (59) 2191 mg/100 g de fruto
Andrade, 1995 (44) 2400 — 3100 mg/100 g de fruto
Justi,2001 (61) 1380- 2050 mg/100 g de fruto
Nascimento, 2013(47) 861.73 + 64.13 mg/100 g de fruto
Patroc, 2012 (62) 1686 mg/100 mL de suco
Neves, 2015(63) 1532.3 mg/100 mL de suco

3.2 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos apresentam uma caracteristica comum, sdo derivados da
mesma estrutura quimica, o benzeno, associada a um grupo hidrofilico. De acordo com
sua estrutura e o modo de ligacdo de seus anéis polifendlicos, esses compostos sao
classificados em: flavonoides, &cidos fendlicos, lignanas e estilbenos (54). Entre as
principais classes de flavonoides estdo os flavonodis, as flavonas, as flavanonas, as

antocianinas e as isoflavonas. Pertencendo ao subgrupo dos flavanois, a quercetina € o
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flavanoide mais abundante nos alimentos, inclusive em frutos citricos, como o fruto da
M. dubia (54,56).

Outro flavanoide de elevada concentracdo no fruto da M. dubia s&o as antocianinas,
presentes durante o processo de amadurecimento alteram a cor do fruto de verde a
vermelho ou roxo (64). A cianidina-3-glicosideo é antocianina mais frequente nesse
fruto amazonico (65).

Conforme demonstrado na tabela 2, o camu-camu € um fruto rico em compostos
fendlicos, principalmente flavanoides, com concentracdo variando de 12,9 mg a quase 1
g de flavanoides por 100 g de fruto. Apesar dos comprovados beneficios promovidos
pelos flavanoides, ndo existe uma recomendacao para a sua ingestdo diaria, apenas uma
estimativa de consumo médio, que segundo Rodrigues (2003) (66) esta entre 26 mg e 1

g/dia, para que e possam trazer beneficios a salde.



Referéncias Antocianinas Flavanoides Carotenoides
Rufino, 2010 (60) 42.2 £17.0 mg/100 g 0.4+4.4 mg/100 g
Zanatta, 2007 (64) 54 + 25.9 mg/100 g 0,35+0,26 — 1,1 + 0,24 mg/100 g
Maeda, 2006 (67) 9,98 £ 0,19 mg/100 g 183,27 £ 9 mg/100 g
Nascimento, 2013 (47) 9.98 £ 0.19 mg/100 g 400 mg/100 g
Semilla, 2009 (68) 74,04 mg/100 g 994,97 +194,0 mg/100 g
Patroc, 2012 (62) 400 mg/100 mL de suco

Tabela 02: Concentracio de antocianinas, flavanoides e carotenoides no fruto camu-camu

29
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Os compostos fendlicos podem agir protegendo os sistemas biolégicos por meio da
estimulacdo de enzimas antioxidantes, que facilitam a eliminacdo de compostos toxicos
enddgenos e exdgenos, além de reduzir a absorcdo de compostos toxicos devido a inibicdo do
citocromo P450 (69). Alguns compostos fendlicos sdo capazes de estimular as vias de reparo
do DNA, através da transcricdo, regulacdo ou estabilizacdo de mRNA (15).

3.3 Minerais

O célcio e o potassio sdo 0s minerais mais abundantes na M. dubia (Tabela 3). No entanto,
segundo os dados apresentados por Ferreira (2016)(70), que demonstrou as maiores
concentrag@es, o valor de calcio para 100 g de fruto ndo alcangou a 10% do valor de ingestéo
diaria recomendada (IDR), que é de 1000 mg (71). Ja o valor de potéassio por 100 g de

amostra, se aproximou muito do IDR desse macromineral, que é de 2000 mg.

Tabela 03: Concentragéo de minerais na polpa e no suco de camu-camu

Minerais Patroc, 2012 (62) Goncalves, 2014 (72) Ferreira, 2016 (70)

Calcio (mg) 7,18 /100 mL de suco 5,5 100 g de fruto 91,8-92,2 100 g de fruto seco
Potéssio (mg) 14,27 /100 mL de suco 123,2 100 g de fruto 1170-1930 100 g de fruto seco
Magnesio (mg) 0,4 /100 mL de suco 8,8 100 g de fruto 58,3-95 100 g de fruto seco

Sodio (mg) 1,96 /100 mL de suco 146,3 100 g de fruto

Zinco (ug) 0,52/100 mL de suco 0,23 100 g de fruto 3,2-3,5 100 g de fruto seco

Cobre (1g) 0,19 /100 mL de suco 0,09 100 g de fruto 0,3-0,5 100 g de fruto seco

Ferro (ug) 0,27/100 mL de suco 0,47 100 g de fruto 14-17,7100 g de fruto seco
Manganés (ug) 0,59/100 mL de suco 0,39/ 100 g de fruto 1,4-11 g de fruto seco

4 Potencial Farmacologico

4.1 Efeito anti-inflamatério

No estudo realizado por Inoue (2008) (48) 20 mulheres fumantes foram divididas em 2
grupos de 10 voluntarias, tratadas diariamente com 70 mL de suco de camu-camu (100%) e
tabletes contendo 1050 mg de vitamina C, a mesma quantidade de vitamina encontrada nos 70
mL de suco do fruto. O tratamento foi realizado durante 7 dias. A principal descoberta desse
estudo é que os marcadores de estresse oxidativo, 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG)
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urinério, os niveis séricos totais de especies reativas de oxigénio (EROS) e os marcadores
inflamatorios, proteina C reativa de alta sensibilidade (hsCRP), interleucina 6 (IL-6) e
interleucina 8 (IL-8) diminuiram significativamente depois do tratamento diario com 70 mL
do suco. No entanto, essas mudancas ndo foram observados apds a ingestdo diaria de
comprimidos com 1050 mg de vitamina C, em condi¢des semelhantes. Esses resultados
sugerem que o suco do fruto da M. dubia contém antioxidantes mais poderosos e melhor
atividade anti-inflamatoria, comparadas aos comprimidos de vitamina C isolada.

O trabalho desenvolvido por Azawa (2011) (73) demonstra que o pré-tratamento oral com
extrato bruto de sementes de camu-camu (CCS) pode suprimir a formagdo de edema de pata
induzido por carragenina em camundongos, por meio da inibi¢cdo da inflamagdo localizada.
Os efeitos do CCS sobre a sintese de oOxido nitrico (NO) foram examinados nas células
Raw264.7, que ao serem estimuladas por LPS (lipopolissacarideos) mostraram niveis de NO
significativamente aumentados em comparacdo as células tratadas com extrato, essa
estimulacdo foi inibida na presenca de CCS de maneira a demonstrar relacdo de dose-

dependéncia.

4.2 Efeito antigenotdxico e antineoplasico

A acdo genotoxica e antigenotoxica do suco de M. dubia em células sanguineas de
camundongos foram analisadas usando o teste de cometa. Os animais foram distribuidos em 4
grupos de 10 integrantes e tratados com suco de camu-camu nas concentracfes de 25%, 50%
e 100% e agua, para o grupo controle. O suco e a agua foram administrados por gavagem na
proporcdo de 0,1 mL para cada 10 g de peso do animal. Os animais do primeiro grupo
receberam somente uma administracdo do suco e foram monitorados pelas 48 horas seguintes.
O segundo grupo recebeu tratamento com suco durante 28 dias e o terceiro grupo foi tratado
com suco durando 56 dias. Os animais do grupo controle foram mantidos nas mesmas
condicBes que os demais, no entanto receberam a administracdo de agua ao invés do suco.
Apenas as concentragdes de 50% e 100% desempenharam um papel modulador na
genotoxicidade induzida pelo H.O. (peroxido de hidrogénio), embora o suco de 25% exibisse
um ligeiro efeito antigenotoxico. A analise fitoquimica revelou a presenca de saponinas,
flavonoides e taninos no suco de M. dubia. Esses compostos presentes no fruto, juntamente
com a vitamina C, provavelmente teve um papel fundamental papel na reducdo do dano do
DNA induzido por H:O: (74).



32

4.3 Efeito antioxidante

Na pesquisa desenvolvida por Solis (2009) (68), a avaliacdo da atividade antioxidante foi
verificada por meio do sequestro de radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e
determinacdo do IC50 da M. dubia. O IC50 é definido como a concentracdo do aditivo que
produz uma inibicdo de 50% de dano oxidativo. Os melhores resultados de IC50 foram
verificados na casca e polpa do fruto da M. dubia com concentracdo de 146,94 pg/mL e
167,67 pg/mL, respectivamente.

Rafael (2010) (75) também apresentou resultados que sugerem um efeito protetor do
extrato aquoso do fruto da M. dubia contra danos oxidativos provocados pelo KBrOs
(bromato de potassio). Levine et al. (2001) (76) verificaram que a suplementacdo com
vitamina C em humano diminui os danos no DNA induzidos por H,O,. Estudos in vivo em
células humanas (Sai et al., 1992) (20) mostram que elevadas concentracGes intracelulares de
4cido ascorbico reduzem mutagdes causadas por KBrOs. E provavel que o elevado teor de
vitamina C e compostos fenolicos presentes na M. dubia sdo responsaveis pelo efeito protetor

evidenciado nos resultados.

4.4 Efeito antimicrobiano e antiprotozoario

O fruto d M. dubia apresenta altos niveis de acido elagico, taninos, cianidina, quercetina,
catequina (5,7,16), rutina e kaempferol (46,55) componentes que estdo relacionados a
atividade antimicrobiana (50). Borges et al. (77) e Myoda (50) relataram propriedades
antibacterianas e antifingicas da folha, casca e extratos dos frutos de plantas do género
Myrciaria, inclusive da M. dubia.

M. dubia pode ser considerado uma importante fonte para o desenvolvimento de novas
drogas para o tratamento de malaria e leishmniose, uma vez que seu extrato foi ativo contra o
protozoario Plasmodium falciparum e apresentou atividade moderada contra as formas
promastigotas de Leishmania amazonensis, e ndo apresentou toxicicidade para células

humanas hepéticas HepG2, em testes in vitro (78).
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4.5 Efeito hipolipidémico e hipoglicémico

A ingestdo do suco do fruto de M. dubia apresentou efeito modulador do perfil lipidico em
ratos. Dentre as doses de suco utilizadas, a de 10 mL/kg foi a que apresentou melhor resposta
sobre o perfil lipidico, reduzindo o colesterol total e o LDL-c (lipoproteina de baixa
densidade) (62).

No estudo desenvolvido por Vargas (2015)(79), foram avaliados 18 voluntarios de ambos
0s sexos com idades entre 21 e 31 anos. Os participantes foram distribuidos em dois grupos:
grupo intervencao (GI) recebeu diariamente 8 capsulas contendo 260 mg de p6 de camu-camu
e 320 mg de Vitmina C; e o grupo controle (GC) que recebeu diariamente capsulas contendo
320mg de vitamina C sintética. No Gl, ap6s 15 dias de intervencdo foi evidenciado aumento
significativo nos valores séricos de &cido ascorbico (+ 25,8 %, p< 0,05), reducGes
significativas na glicemia de jejum (-12,7 %; p< 0,05), e no colesterol total (-19,3 %; p< 0,05)
e tendéncia de diminuicdo no LDL-c (-19 %; p>0,05) e nos triglicerideos (-14,2 %; p>0,05).

Sabe-se que a enzima aldose redutase (AR) tem papel preponderante na manifestagdo do
diabetes melitos. Os inibidores da aldose redutase s&o capazes de evitar a reducdo da glicose
para sorbitol e, assim, reduzem as complicacdes diabéticas (80). Trés compostos isolados da
M. dubia demonstraram capacidade de inibi¢cdo dessa enzima: 1) acido elagico, 2) acido 4-O-
metielagico, 3) acido 4-(a-ramnopiranosil) elagico. O composto 3 mostrou a mais forte
inibicdo da AR recombinante humano (HRAR), e sua atividade inibitdria contra 0 HRAR foi
60 vezes maior gque a da quercetina (81).

No trabalho de Nascimento (2012) (47), a obesidade foi induzida nos ratos por
meio de injecdo subcuténea de glutamato monossodico. Os animais foram, entéo, divididos
em 2 grupos: um grupo experimental tratado com 25 mL/dia de polpa do fruto da M.dubia
(CCG) e um grupo néo tratado (CG). A suplementacdo com a polpa induziu a perda de peso
corporal no grupo CCG, com diminui¢cdo de 31,7% quando comparado com CG. Houve
também reducdo no peso de tecido visceral (36,4%) e tecido epididimal (24%) no grupo CCG,
enquanto no grupo CG esses tecidos sofreram aumento de 14,3% e 20,2%, respectivamente.
O tratamento de ratos obesos com o fruto também reduziu o colesterol (39,6%), triglicerideos
(40,6%), LDL (2,14%) e VLDL (36,4%), em comparacao com 0 aumento observado no grupo
CG, colesterol (60%), triglicerideos (44%), LDL (118%) e VLDL (14,3%). Uma reducédo de
44,5% nas atividades de insulina foi observada, bem como uma redugdo nos niveis de TNF-a
(12,7%) em ratos obesos tratados com o fruto.



34

4.6 Efeito Hepatoprotetor

Para avaliar o efeito protetor do suco de frutos contra a lesdo hepética induzida por D-
galactosamina (GalN), ratos foram alimentados com sucos de frutos liofilizados (12 tipos
totais) durante 7 dias, e entdo a lesdo hepatica foi induzida por injecdo de GalN. O aumento
dos marcadores de lesdo hepéatica ALT, AST, LDH e bilirrubina, induzido por D-
galactosamina, foram significativamente suprimidos nos ratos alimentados com suco do fruto
da M. dubia. Alguns outros sucos (acerola, fruta de dragdo, shekwasha e carambola) também
tendiam a ter efeitos supressivos, embora ndo houvesse significancia estatistica. O efeito
hepatoprotetor da M. dubia foi principalmente atribuido ao composto 1-metilamato isolado do
seu fruto (49).

5 Conclusdo

O fruto da M. dubia, por seus comprovados efeitos antioxidante, anti-inflamatorio,
alimento funcional, bem como apresenta elevado potencial para servir de fonte de principios
ativos para o desenvolvimento de novos farmacos que poderdo ser empregados no tratamento

e prevencdo de diversas doencas.



35

Capitulo 11

O segundo capitulo sera submetido a revista Journal of Ethnopharmacology em forma de
artigo original. Essa € a revista oficial da Sociedade Internacional de Etnofarmacologia, tendo
como objeto de publicacdo os resultados de pesquisas sobre o uso de plantas, fungos, animais,
microrganismos e minerais e seus efeitos bioldgicos e farmacoldgicos. O fator de impacto da

revista é de 3,115.
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Efeito antitumoral do extrato hidroalcoolico do fruto da Myrciaria dubia
(camu-camu) em tumor ascitico de Ehrlich

Resumo

Os tratamentos complementares que incluem a utilizacdo de alimentos funcionais,
fitoterapicos, atividades fisicas, métodos psicoldgicos-comportamentais e, principalmente,
plantas medicinais, estdo sendo cada vez mais empregados como terapia alternativa no
tratamento do céncer. A Myrciaria dubia, por apresentar compostos com atividade
antioxidante, anti-inflamatéria e antimutagénica, possui elevado potencial de utilizagdo na
prevencdo e tratamento das diversas neoplasias malignas. O presente trabalho visa demonstrar
o efeito antitumoral do extrato bruto hidroalcodlico da casca do camu-camu (EBHC) em
tumor ascitico de Ehrlich induzido em camundongos. Para o experimento, 16 camundongos
fémeas Swiss sofreram a inducdo do tumor ascitico de Erlich e foram distribuidos em 2
grupos de 08 animais. Um dos grupos recebeu tratamento com o EBHC, por gavagem, na
concentracdo de 1 g de extrato por kg de peso do animal. Ao final do experimento, foi feita a
coleta do liquido ascitico dos animais, para a realizacdo de contagem celular total e analises
morfométricas, e do sangue para verificacdo de marcadores inflamatorios e dos perfis
hepético e renal, além das dosagens do lipidograma e glicemia. Os resultados demonstraram
reducdo de peso e circunferéncia abdominal nos animais do grupo tratado com o extrato, com
0 peso sendo 11% menor nesse grupo, p<0,01. Nas analises bioquimicas verificou-se a
diminuicdo do TGO (p>0,01) e dos demais parametros (p>0,05), com excecdo do
triglicerideo. Dos animais tratados com extrato, 4 ndo desenvolveram o tumor. Verificou-se,
assim, que e o EBHC apresenta significativo efeito de supressdo da resposta inflamatéria

tumoral.

Palavras-chave: Myrciaria dubia, antitumoral, anti-inflamatério

1 INTRODUCAO

Devido ao alto custo e aos intensos efeitos colaterais associados aos tratamentos
convencionais contra o cancer, muitos pacientes estdo se voltando para as terapias alternativas
ou ndo toxicas (82). Frequentemente chamadas de complementares, ndo-ortodoxas ou nao

convencionais, essas terapias incluem a utilizacdo de alimentos, fitoterapicos, plantas
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medicinais, atividades fisicas, bem como de métodos psicoldgico-comportamentais, visando
uma melhor atuacdo do sistema imunoldgico no combate as células neoplasicas (83).

Cancer é uma terminologia que designa um conjunto de mais de cem doencas que tém em
comum o crescimento desordenado de células que apresentam capacidade de invadir tecidos e
6rgdos adjacentes, podendo por via linfatica ou hematogénica, espalhar-se (metastase) para
outras regibes do corpo (12). Dividindo-se rapidamente, essas células possuem elevada
agressividade, desencadeando um processo de proliferacdo incontrolavel, que culmina com a
formacdo de neoplasias malignas (13). O termo neoplasia significa literalmente novo
crescimento e define condi¢cGes de proliferacdo celular anormal, encontrada tanto em tumores
benignos quanto em malignos (14).

Normalmente a presenca de tumores benignos nao coloca em risco a vida do individuo
(14). Ja os tumores malignos, tém a caracteristica de serem potencialmente letais, podendo
reincidir, tanto localmente como a distancia do sitio priméario, mesmo apds o tratamento (15).

Existem trés abordagens principais para o tratamento do céncer: excisdo cirlrgica,
radioterapia e quimioterapia (17). Embora existam farmacos consagrados no tratamento
qguimioterapico, nenhuma das abordagens terapéuticas atuais € capaz de regredir
completamente as diferentes manifestacdes dessa doenca (18). Além disso, 0 uso desses
agentes anticancerigenos acarreta uma alta incidéncia de efeitos adversos que estdo associados
a sua elevada toxicidade e inespecificidade (20). Portanto, a descoberta de novos compostos
bioativos com capacidade antitumoral e antineoplasica é crucial para que se tenha um
tratamento eficiente contra os diversos tipos de neoplasias malignas, reduzindo os efeitos
colaterais (82).

Para a determinacdo do efeito antitumoral e antineoplasico de novos compostos bioativos,
faz-se necessario a utilizacdo de modelos experimentais que simulem as neoplasias humanas
sem comprometer os principios éticos da pesquisa cientifica (84). Nessa perspectiva esta o
tumor de Ehrlich, desenvolvido em 1905, inicialmente era induzido e mantido sob a forma
solida com a inoculagdo de células de adenocarcinoma mamario, sendo transferido entre
animais da mesma espécie (28). Em 1932, Loewenthal e Jahn (29) desenvolveram a forma
ascitica do tumor, ao implantar células obtidas do tumor de Erlich na cavidade peritoneal de
camundongos, observando o crescimento das celulas neoplésicas suspensas no fluido ascitico.
Obteve-se, entdo, um modelo experimental eficiente para o desenvolvimento de estudos
relacionados a biologia molecular do céancer, resposta inflamatéria tumoral e farmacologia

oncoldgica (28).
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Muitos produtos naturais amazonicos tém sido utilizados em modelos experimentais de
tumores para a identificacdo de principios ativos com efeito antineoplasico e
antitumoral. Diversas drogas utilizadas no tratamento de neoplasias malignas foram isoladas a
partir de extratos botanicos, como o paclitaxel, os alcal6ides da vinca, a camptotecina e a
podofilina (85). Estudos sobre as atividades antineoplasicas de produtos naturais amazonicos
apresentam resultados promissores, tais como a pesquisa desenvolvida por Ozi et al (2011)
(86) na qual de 72 extratos de plantas da Amazonia e da Mata Atlantica foram utilizados para
verificagdo de efeito citotoxico no carcinoma de células escamosas da cavidade oral, dos
quais quatro extratos apresentaram efeito significativo.

A Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh é uma planta frutifera pertencente a familia
Mirtaceae, amplamente distribuida na bacia amazbnica. Seus componentes fitoquimicos
atuam promovendo a melhora do perfil lipidico e reducdo do estresse oxidativo (46), reducédo
dos niveis plasmaticos de glicose, insulina e lipidios (47), além de apresentarem atividades
anti-inflamatoria (48), hepatoprotetiva (49), antimicrobiana (50) e antigenotoxica (74).

No presente estudo, verificou-se o efeito antitumoral do extrato bruto hidroalcodlico da
casca do fruto da Myrciaria dubia frente ao tumor ascitico de Ehrlich desenvolvido em

camundongos fémeas da linhagem Swiss.

2 Materiais e métodos

2.1 Animais para 0 experimento

Foram utilizados 16 (dezesseis) camundongos fémeas da linhagem Swis, com idade média
de 3 (trés) meses, distribuidos na proporcdo de 4 (quatro) animais por gaiola. Os animais
receberam agua potéavel e racdo padrédo, ad libitum, permanecendo em condi¢fes ambientais
de temperatura de 22°C, umidade relativa média de 55% e exaustdo continua, obedecendo ao

ciclo de claro e escuro, na proporc¢do de 12 horas claro e 12 horas escuro.

2.2 Producéo do extrato hidroalcoolico

Os frutos foram lavados, imersos, durante 15 minutos, em solucdo de hipoclorito de sédio
diluido a 1%, despolpados, sendo a casca e a polpa separadas, congeladas a -80°C e

liofilizadas em liofilizador do tipo L101 da marca Liotop (2008, Sdo Carlos, Brasil). Em
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seguida, para a confeccdo do extrato procedeu-se de acordo com o fluxograma representado

na figura 01.
Infuséo do pé da casca liofilizada h Filtragem da solugdo em papel
Trituragdo da cascado fruto | ——, em solugdo hidroalcodlica —_— filtro
liofiizada (etanol:4gua;7:3)
Secagem do extrato em Percolagéo da solugo filtrada Reutilizagio da “torta” em nova
temperatura ambiente, para em rotaevaporador, para infusdo em solugdo etanol/agua
evaporagio da 4gua recuperagdo do dlcool (7:3)

5 dias
24h
Filtragem da solugdo em papel
filtro
Congelamento do extrato a 5°C,
em geladeira comum Reutilizagdo do élcool
recuperado
Liofiliza8o do extrato até a Obtencdo do extrato na forma
desidrataio maxima = solida e conservagdo em
refrigeragdo

Figura 01 — Fluxograma de elaboragéo do extrato hidroalcodlico da casca do fruto da M. dubia

2.3 Inoculacdo das células do tumor de Ehrlich

As células de tumor de Erlich foram cedidas pelo Laboratério de Imunologia Celular
aplicada a Saude do Instituto Fiocruz — Rond6nia, sendo mantidas em repique continuo, feito
a cada 10 dias mediante inoculacdo intraperitoneal em camundongos, que atuavam como
reservatorios das células neoplésicas.

Para a inducdo do tumor, as células neoplasicas foram coletadas por pungéo peritoneal nos
camundongos reservatorios. Apos a retirada das células, foram realizadas trés lavagens do
liquido ascitico, diluindo-o em solucdo PBS (Tampao Fosfato Salino) 1%. A cada lavagem, o
material foi centrifugado em centrifuga refrigerada (4 °C) a 373,3 g. Entdo, realizou-se a

contagem e avaliacdo da viabilidade celular mediante o emprego do teste de exclusdo com
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azul de Tripan. A inoculacéo das células de tumor de Ehrlich foi feita por via intraperitoneal,
injetando-se 5 x 10° células/animal num volume igual a 0,2 mL. Todos os animais receberam

células tumorais no tempo 0 do estudo.

2.4 Delineamento experimental para avaliacdo da sobrevida e eficacia antitumoral

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 2 (dois) grupos compostos por 8 (0ito)
camundongos fémeas:
— Grupo Controle (GC): sofreu a inducdo do tumor ascitico de Erlich sem o recebimento
do tratamento.
— Grupo Tratamento (GT): sofreu a inducéo do tumor ascitico de Erlich e foi submetido
ao tratamento com o extrato hidroalcodlico da casca do fruto na concentracdo de 1 g

de extrato por 1 kg de peso do animal, diluidos em solucéo salina (0,1 mL/ 10 g).

O peso corporal dos animais foi registrado em dias alternados até o dia da eutanasia, 162
dia apos o inicio do experimento. O desenvolvimento da ascite foi acompanhado mediante a
mensuracao da circunferéncia do abdémen de cada animal, utilizando-se fita métrica e 0 peso
foi aferido por meio de balanca de precisdo. Os animais foram identificados por meio de

marcacdo de listras no rabo, com pincel permanente.

2.5 Coleta de sangue e liquido ascitico

Os animais foram anestesiados por via intramuscular com associa¢do de cloridrato de
xilazina e cloridrato de quetamina, com doses de 7,5 mg/kg e 60 mg/kg, respectivamente. Em
seguida foram eutanasiados por exsanguinacdo, com a coleta de aproximadamente 800 pL de
sangue por punc¢do cardiaca. O material coletado foi acondicionado em tubos de ensaio sem
anticoagulante com gel separador, centrifugado a 1048 g e armazendo a 5 °C até as andlises
bioquimicas .

A coleta do liquido ascitico foi feita por meio de paracentese, puncdo em cavidade
peritoneal, sendo armazenado em tubos Falcon e criopreservado a 5 °C para anélises

posteriores.
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2.6 Analises bioguimicas

As analises bioquimicas foram feitas por sitema de identificacdo espectrofotométrica em
analisador bioguimico semi-automatico Bioplus-2000 (2012, Séo Pulo), utilizando-se Kits
comerciais para dosagens dos analitos: transaminase glutdmica oxalacética (TGO), ureia,

lactato desidrogenase (LDH), além das dosagens de glicose, triglicerideos e colesterol total.

2.7 Contagem e vitalidade das células do liquido ascitico

A contagem e verificacdo de vitalidade das celulas do liquido ascitico coletado dos
animais do experimento foi feita por meio do MOXI Z Mini Automated Cell Counter Kit
(ORFLO, Ketchum, EUA). Para que que o liquido ascitico coletado alcangasse a concentracéo
dentro da faixa de sensibilidade do contador, entre 5 x 103 (cinco mil) e 5x 10° (quinhentos
mil) células, a amostra foi diluida 1.600 x em PBS 1%. A contagem foi feita em 75 uL da
amostra de diluida.

2.8 Aspecto Etico

A pesquisa foi aprovada pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Acre (UFAC), sob o numero de processo 23107.02596/2016-54 e

numero de protocolo 49/2016.

2.9 Estatistica

Todos os dados foram expressos em média e desvio padrdo. Para verificar as
diferencas estatisticas foi usado o teste de ANOVA e t student por meio do software
GraphPadPrism® 7.04 (2017). As diferencas encontradas possuem um nivel de significancia
de 0,01 ou 0,05.
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3 Resultados

3.1 Avaliacdo da sobrevida e eficacia tumoral

Na tabela 4 constam os dados do peso em g dos camundongos, mensurado em dias

alternados do experimento.

Tabela 4: valores dos pesos dos camundongos em gramas por dia do experimento

Dias do experimento
0 2° 4° 6° 8° 10°  12° 14°  16° Média DP

Animais

GT

Al 37 326 322 322 326 341 326 34 342 3350 1,55
A2 40,7 40,04 404 406 412 40 39,7 412 408 4052 0,53
A3 416 383 37,7 378 362 394 355 416 43,7 39,09 2,73
A4 418 416 402 40 403 411 382 386 393 4012 1,26
A5 46,6 435 41,7 4277 388 40,7 456 456 443 4328 2,56

/YR -
A7 344 338 372 365 318 346 37,3 3494 - 3507 1,87
A8 445 499 482 475 482 484 48 483 476 4784 143
GC

Bl 443 438 446 42 466 498 475 455 443 4538 2,30
B2 486 48,2 483 48 52,1 56,3 552 522 506 51,06 3,13
B3 428 413 412 414 446 491 504 488 478 4527 3,77
B4 416 38,7 393 392 414 435 48,1 476 466 4289 3,73
B5 404 418 446 381 453 511 49,7 49 52 45,78 4,98
B6 384 393 395 361 438 468 47,7 518 575 4454 7,05
B7 416 416 423 394 446 487 478 469 485 4460 3,50
B8 37 362 36 335 394 435 432 456 502 4051 545

Os camundongos A6 e A7 do Grupo Tratamento morreram durante procedimentos do
experimento.

Houve diferenca quanto a comparacdo do peso apresentado pelos camundongos nos
dados coletados a partir do 10° dia do experimento, conforme pode ser observado no grafico
(fig. 02). Os resultado de p encontrados para os dias 10, 12, 14 e 16 foram respectivamente
de 0,0021, 0,0016, 0,0024 e 0,0045. Os animais do grupo GT, grupo tratado com extrato,
apresentaram peso menor que os do grupo GC, que desenvolveram o tumor porém nao

receberam tratamento.
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Figura 02- Analise de média e desvio padréo do peso em grama dos camundongos por dia de experimento. Os
simbolos iguais representam diferencas significantes entre os grupos GT e GC (p<0,01), q=1%, nos dias 10 (**),
12(**), 14(***) e 16 (****)-

Os dados referentes a afericdo da circunferéncia dos animais estdo apresentados na
tabela 5. Sendo o dia O referente ao dia da inoculagdo das células tumorais e o Gltimo dia do

experimento representado como dia 16.

Tabela 5: valores das circunferéncias abdominais em centimetros aferidas nos dias 0 e 16 do experimento

Dias do experimento

0 16° Variacdo

GT

Al 9 8,5 -0,5
A2 9,2 9 -0,2
A3 9,5 10,5 1
A4 9,5 8,5 -1
A5 9,8 10 0,2
A6 87 - -8,7
A7 86 - -8,6
A8 10,5 9,5 -1
GC 0
B1 10 11 1
B2 9,7 11 1.3
B3 9,2 11 1,8
B4 9,7 10,5 0,8
B5 9,4 12 2,6
B6 8,5 12 3,5
B7 9,5 10,5 1

B8 9,2 12 2,8
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A anélise dos dados referentes as circunferéncias abdominais, permite infeir que so6
houve diferenca significativa entre os dois grupos quanto a mensuracao realizada no altimo
dia (fig. 03). Nao havia, portanto, diferenca entre a circunferéncia dos animais dos grupos GT
e GC no dia da inoculagéo das células tumorais, mas ao término do experimento 0s animais
do grupo tratado com extrato, GT, apresentaram valores de circunferéncia abdominal

significativamente menores em relagdo aos do grupo ndo tratado.

157

L e T 1

| e R
O cc

Circunferéncia abdominal em centimetros

0 T T

Q ,\/Q)

Dias do experimento

Figura 03 — Valores da circunferéncia abdominal em centimetros aferidas nos dias 0 e 16 do experimento. Os
simbolos iguais representam diferencas significantes entre os grupos GT e GC (p<0,01), g=1%, no 162 dia do
experimento.

3.2 Analises Bioquimicas

Os resultados das analises bioguimicas estdo dispostos na tabela 06, de acordo com 0s

parametros analisados.
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Tabela 06: andlises bioquimicas do soro dos camundongos pertencentes aos grupos A e B.

Triglicerideo Colesterol Glicose LDH TGO Ureia
VR 87 +5,03 66+28 112+10,37 1407 +745 775+6,8 45+554
GT
Al 40 36 211 947 * 63
A2 25 45 293 1676 157 31
A3 169 99 159 2793 360 85
A4 78 47 254 1763 172 88
A5 65 78 158 1894 * 47
A6 e s emeeee e e e
N T T
A8 67 43 228 1919 165 50
MEDIA 74 58 217,17 1832 214 60,667
GC
B1 191 76 16 3085 * 149
B2 92 76 193 * * 127
B3 108 92 161 3643 682 38
B4 63 83 149 3740 502 157
B5 145 109 175 1336 645 84
B6 82 72 189 3473 525 224
B7 282 109 133 2696 487 52
B8 99 71 147 2477 467 82
MEDIA 132,75 86 145,38 2921 551 114,13
(------ ) Obito (*) Amostra insuficiente  VF Valor de referéncia

Aplicando-se os parametros bioquimicos analisados ao teste t sudent, verificou-se que
somente no parametro transaminase glutdmica oxalacética (TGO) houve diferenca entre 0s
grupos de p<0,001, enquanto que para 0s demais analitos a discrepancia foi de p>0,05, com
excecdo do triglicerideo e com maior evidéncia para a dosagem da enzima lactato
desidrogenase (LDH) (fig. 04).

Quando se faz a comparacdo dos resultados das analises bioquimicas com o valores de
referéncia, verifica-se que o desenvolvimento do tumor ascitico desencadeou,
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia, além de alteracdes hepética e renal. Enquanto que
0 extrato apresentou efeito hipolipidémico, com as médias dos valores referentes ao
triglicerideo e ao colesterol do GT inferiores aos valores de referéncia, além de ter atuado
como hepatoprotetor e nefroprotetor, com a diminui¢do dos valores referentes ao TGO e a
ureia. A glicemia foi Unico pardmetro bioquimico em que o grupo tratado com o extrato

apresentou indices mais elevados que o grupo nao tratado.
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Figura 04 - Anélises bioguimicas do soro dos camundongos pertencentes aos grupos GT e GC. Os simbolos iguais representam diferengas significantes entre os grupos GT e

GC, sendo (*) correspondente a p>0,01, g=1% e (**) para p>0,05, q=5%
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3.3 Contagem global de celulas do liquido ascitico

Os dados obtidos a partir da contagem das células, com a mensuracdo de seus diametro e

volume, podem ser observados na tabela 07.

Tabela 07: Contagem total de células e analises citométricas em 75uL de amostra de liquido ascitico diluida
1.600 x em PBS 1% por meio do MOXI Z Mini Automated Cell Counter Kit

Congentragéo (x10 Contagem Diametro médio  Volume médio  MVI
células /mL) (um) (pL) (%)
A3 0,103 5132 13,629 0,994 70
A5 0,169 8443 12,268 0,725 75
Bl 0,259 12939 12,665 0,798 69
B2 0,165 8233 13,496 0,965 73
B3 0,097 4841 12,982 0,859 75
B4 0,3 15008 12,31 0,732 78
B5 0,185 9239 12,265 0,725 71
B6 0,165 8246 11,963 0,672 68
B7 0,274 13680 11,615 0,615 74

B8

Dos animais do GT que sobreviveram ao tratamento apenas 2 desenvolveram uma ascite
perceptivel, 4 ndo desenvolveram o tumor ascitico. Todos os animais do grupo ndo tratado
com extrato hidroalcoodlico do fruto da M. dubia (grupo B) desenvolveram o tumor ascitico
(fig. 05 e 06). O tratamento estatistico dos dados da contagem total de células e das analises

citométricas indicou ndo haver diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 05 - A - fotografia de um camundongo do grupo A (A2) que ndo desenvolveu ascite; B — fotografia de um
camundongo do grupo B (B8), no qual todos desenvolveram tumor ascitico.

Figura 06 - Laparotomia exploratdrio de camundongo do grupo A que ndo desenvolveu ascite (A) e de
camundongo do grupo B com ascite (B).
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3 Discussao

De acordo o estudo desenvolvido por Moshcov (2013) (31), o desenvolvimento mais
significativo da ascite provocada pelo tumor de erlich ocorre ap6s o 7° dia de inoculagéo, o
que foi confirmado no experimento, sendo que a diferenca mais relevante quanto ao peso e
circunferéncia abdominal entre os animais dos grupos CC e CT ocorreu a partir do 10°, sendo
gue os animais do grupo tratado apresentaram peso 11,3% menor que os do GC.

Os menores valores de peso e circunferéncia abdominal observados nos animais do GT
indicam que o extrato possui capacidade de regular a lesdo e reposta inflamatéria induzidas
pelas células tumorais, que levam as alteragdes vasculares de vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade, culminando com o edema e, portanto, com o aumento de peso e volume
abdominal dos animais acometidos pelo tumor. Hilbig et al (87) verificaram efeito semelhante
utilizando extrato aquoso da planta Carya illinoinensis (Wangenh) C. Koch.

A demonstracdo de inexisténcia de relagdo entre a contagem de células do liquido ascitico
e 0 tratamento com o extrato pode ser explicada pelo fato de que o aumento da ascite, a partir
do 7° dia se inoculagdo do tumor, ocorre sem crescimento significativo da populagdo de
células tumorais, como demonstrado por Moshkov em sua pesquisa com dopamina (31). O
principal mecanismo responsavel pelo aumento do volume do liquido ascitico ndo é a
proliferacdo neoplésica, mas a intensidade da lesdo e da resposta inflamatdria induzida pelas
células tumorais no peritdnio, perceptivel pelo intenso infiltrado leucocitario e aspecto
hemorragico do liquido ascitico.

A diminuicéo significativa dos parametros bioquimicos TGO e LDH, no grupo tratado
com extrato, evidenciam seu efeito protetor no processo de lesdo tecidual. A transaminase
glutdmica oxalacética (TGO) é uma enzima presente nas células hepéaticas e seu
extravasamento para corrente sanguinea indica lesdo de hepatdcito. A diminuicdo desse
parametro no grupo tratado com o extrato hidroalcoolico da casca do fruto da M. dubia indica
efeito hepatoprotetor, que também foi demonstrado por Kachi et al (49) que, ao induzir lesdo
hepatica com D-galactosamina, verificou o efeito protetor exercido pela substancia 1-
metilamato, importante componente do fruto da M. dubia. Da mesma forma a lactato
desidrogenase (LDH) é uma enzima distribuida pelos diversos tecidos do organismo, sendo
um marcador generalista de lesdo tecidual. A lesdo induzida pelo tumor de erlich se da
principalmente devido & resposta inflamatoria, portanto, a diminuicdo das enzimas

indicadoras de lesdo tecidual, TGO e LDH, comprovam o efeito anti-inflamatério do extrato
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hidroalcodlico da casca do fruto da M. dubia, no desenvolvimento do tumor de erlich,
resultado semelhante ao encontrado por Azawa et. al (2011) (73), ao tratar o tumor ascitico
com o extrato metandlico da semente da M.dubia.

A dosagem dos niveis de ureia do GT, que se assemelhou as encontradas em condic¢des
fisiol6gicas normais, indica efeito protetor do extrato sobre tecido renal, potencial que ainda
ndo havia sido atribuido a M. dubia na literatura. O efeito hipolipidémico do fruto
demonstrado nos estudos de Schwertz et al (2012) (62) e Vargas et al (79), foi confirmado no
tratamento com o extrato hidroalcodlico da casca do fruto, no qual o grupo tratado apresentou
valores médios de triglicerideos e colesterol inferiores aos valores de referéncia.

O Unico parametro bioquimico em que os animais do GT, apresentaram valores superiores
aos animais do grupo controle foi a glicose, o que pode ser explicado pela elevada
concentracdo do extrato e pela presenca de carboidratos como amido, glicose e frutose no
fruto da M. dubia (88).

O néo desenvolvimento do tumor de erlich em 4 dos camundongos do grupo que recebeu
o tratamento, pode ser indicador de um efeito pré6 apoptdtico do extrato nas células
neoplésicas, bem como, pode demonstrar a capacidade do extrato de modular um tipo de
resposta imune que seja capaz de debelar o tumor ascitico. O que indicaa a possibilidade de
identificacdo e isolamento de substancias presentes no fruto da M. dubia para utilizagdo no

tratamento do cancer.

5 Conclusdo

O extrato bruto hidroalcodlico da casca do fruto da M. dubia foi capaz de evitar ou
reduzir a resposta inflamatdria tumoral e os efeitos lesivos causados pelo desenvolvimento do
tumor ascitico de Ehrlich em camundongos Swiss. Como o extrato bruto contem grande
diversidade de compostos com potencial bioativo, recomenda-se 0 seu fracionamento e a
aplicacdo de suas fracOes em novos testes de verificacdo do efeito antitumoral, para a

potencializacdo desse efeito e possivel identificagdo dos principios ativos.
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Capitulo 11

O capitulo 11l sera submetido em forma de artigo original a BMC Research Notes,
que publica resultados de pesquisas cientificamente validos que ndo podem ser considerados

artigos completos de pesquisa ou metodologia. Seu fator de impacto é 1,54.
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Efeito citotdxico do extrato hidroalcodlico do fruto da Myrciaria dubia sobre
as linhagens leucémicas THP-1 e K562

Resumo

A leucemia é uma neoplasia maligna que acomete as células sanguineas, geralmente, de
origem desconhecida. Os diversos tipos de leucemias sdo tratados com quimioterapia, sendo
que diversas drogas utilizadas no tratamento dessa neoplasia foram isoladas a partir de
extratos boténicos, como o paclitaxel, os alcal6ides da vinca, a camptotecina e a podofilina. O
presente estudo visa demonstrar o efeito citotdxico do extrato bruto hidroalcodlico da casca
do fruto da M. dubia (EBHC) sobre as células das linhagens de leucemia monocitica aguda
(THP-1) e leucemia mieloide crénica (K562). Para verificacdo do efeito as células das
linhagens THP-1 e K562 foram plaqueadas e tratadas com o extrato pelo periodo de 24 e 72
horas. O MTT foi adicionado e apds 4 h o seu excedente foi removido, sendo adicionado 100
ul de DMSO (PA) para solubilizar os cristais de formazan produzidos durante a incubacao.
Em seguida, as placas foram avaliadas espectrofotometricamente (540 nm) para se determinar
a viabilidade celular. O teste in vitro demonstrou elevado potencial citotdxico do extrato para
as células neoplésicas, principalmente as da linhagem K562, com reducdo significativa da
viabilidade celular até mesmo na menor concentragdo testada (0,1875 mg) e 1C50= 0,28 +

3,13 mg de extrato.

Palavras-chave: Myrciaria dubia, camu-camu, citotéxico, antileucémico

1 INTRODUCAO

Os diferentes tipos de cancer apresentam a caracteristica comum de se iniciarem com
alteracdes celulares, marcadas por desvios nos mecanismos responsaveis pela proliferacao e
diferenciacdo das células e no processo de apoptose (13). Assim, 0 cancer surge quando uma
célula, por diversas razbes, perde o controle sobre seu ciclo, passando a dividir-se
descontroladamente (89). As mutacGes ocorridas no DNA sdo as principais responsaveis pela
mudanca no repertorio da expressdo geneética que ocasionam perda do controle do ciclo
celular, determinando a manifestacdo de uma neoplasia (15).

A ocorréncia de mutacOes genéticas podem resultar na ativacdo de proto-oncogenes em

oncogenes e a inativacao dos genes supressores tumorais (12). A ativacdo de proto-oncogenes
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em oncogenes, pode levar a superexpressdo de diversas proteinas e receptores responsaveis
pelo crescimento, diferenciacdo e proliferacdo celular (93). J& a inativacdo de 27 genes
supressores tumorais, particularmente o gene p53, leva a perda do controle da parada do ciclo
celular em decorréncia de um dano extenso ao DNA, ocorrendo consequentemente, a perda do
estimulo para a apoptose (90) . Muitos canceres como o de mama, pulmao, célon retal, ovario
e prostata, tém sido associados com a inibigdo da apoptose, especialmente relacionada com a
mutacédo do gene p53 (17).

A leucemia é uma neoplasia maligna que acomete as células sanguineas, geralmente, de
origem desconhecida (94). Tem como principal caracteristica a proliferacdo de células
imaturas anormais na medula 6ssea, que substituem o tecido hemopoiético convencional (95).
A medula € o local de formacdo das células sanguineas e ocupa a regido esponjosa dos 0Ss0Ss
(96). Nela sdo encontradas as células que dao origem aos leucécitos, que séo as células de
defesa, aos eritrécitos, que transportam o oxigénio e as plaquetas, responsaveis por reverter 0s
processos hemorrégicos (94).

As leucemias sdo geralmente caracterizadas pela producdo descontrolada de leucécitos
anormais na medula 6ssea 0 que compromete a formacéo e a maturacdo das células normais
(97). A leucemia mieldide tem a sua origem nas células da linhagem mieldide e a leucemia
linféide se origina de células da linhagem linfoide (94). Nos dois casos se observa um grande
numero de células neoplasicas no sangue periférico (94).

Todos os tipos de leucemias sdo tratados com quimioterapia para a destruicdo das células
leucémicas (98). No entanto, muitos tratamentos complementares, que incluem a utilizacdo
de alimentos funcionais, fitoterapicos, atividades fisicas, métodos psicol6gicos-
comportamentais e, principalmente, plantas medicinais, estdo sendo cada vez mais
empregados como terapia alternativa no tratamento do cancer (83).

Os produtos naturais apresentam grande diversidade de substancias e propriedades
farmacoldgicas. Diversas drogas utilizadas no tratamento de neoplasias malignas foram
isoladas a partir de extratos botanicos, como o paclitaxel, os alcaldides da vinca, a
camptotecina e a podofilina (85). Estudos sobre as atividades antineoplasicas de produtos
naturais apresentam resultados promissores, tais como a pesquisa desenvolvida por Ozi et al
(2011) (86) na qual, de 72 extratos de plantas da Amazonia e da Mata Atlantica que foram
utilizados para verificagdo de efeito citotoxico no carcinoma de células escamosas da

cavidade oral, quatro extratos apresentaram efeito significativo.
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A Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh é uma planta frutifera pertencente a familia
Mirtaceae, amplamente distribuida na bacia amazonica. Seus componentes fitoquimicos
atuam promovendo a melhora do perfil lipidico e reducdo do estresse oxidativo (46), a
reducdo dos niveis plasméticos de glicose, insulina e lipidios (47), além de apresentarem
atividades antinflamatéria (48), hepatoprotetiva (49), antimicrobiana (50) e antigenotdxica
(74).

O presente estudo visa demonstrar o efeito citotoxico do extrato bruto hidroalcodlico da
casca do fruto da M. dubia (EBHC) sobre as células das linhagens de leucemia monocitica
aguda (THP-1) e leucemia mieloide crénica (K562), utilizando-se o teste MTT.

2 Materiais e métodos

2.1 Producéo do extrato hidroalcodlico

Os frutos foram lavados, imersos, durante 15 minutos, em solucdo de hipoclorito de sédio
a 1% diluido na proporcdo de 10 gotas para 1L de &gua, despolpados, a pele e polpa
separadas, congeladas a -80 °C e liofilizadas em liofilizador do tipo L101 da marca Liotop
(2008, Sdo Carlos, Brasil). Em seguida, para a confec¢do do extrato procedeu-se de acordo

com o fluxograma representado na figura 07 para a confeccao do extrato.
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Infuséo do p6 da casca liofilizada h Filtragem da solugdo em papel
Trituragdo da cascadofruto | ——, em solugdo hidroalcodlica —_— filtro
lifilizada (etanol:agua;7:3)
Secagem do extrato em Percolagdo da solugdo filtrada Reutilizagdo da “torta” em nova
temperatura ambiente, para em ro’(aevaporador] para infusdo em SO|U§50 etanol/égua
evaporagio da 4gua recuperagdo do dlcool (73)
5 dias
24h
Filtragem da solugdo em papel
filtro
Congelamento do extrato a 5°C,
em geladeira comum Reutilizagdo do élcool
recuperado
Liofilizagdo do extrato até a Obtengdo do extrato na forma
desidratacio maxima = solida e conservagdo em
refrigeracdo

Figura 07 — Fluxograma de elaboracdo do extrato bruto hidroalcoélico da casca do fruto da M. dubia (EBHC).

2.2 Teste MTT

O MTT (brometo de 3,4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolil) € um sal de coloracéo
amarelo-ouro, que é reduzido a formazan (um composto de coloracdo purpura) pelo
metabolismo mitocondrial. Desta forma, o MTT atua como um indicador da funcéo
mitocondrial e, por conseguinte, da viabilidade celular (99).

Para a avaliacdo do efeito citotoxico dos extrato de Myrciaria dubia, procedeu-se da
seguinte maneira: células das linhagens THP-1 e K562 foram plaqueadas em placas de 96
pocos, em uma densidade celular de 5 X 10° células/mL e incubadas em uma estufa em
ambiente controlado (temperatura de 37°C e atmosfera umidificada contendo 5% de CO?2). 24
horas apos a incubacdo das células, o meio foi removido e substituido por outro meio

contendo o extrato (100).
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Apds o seu tratamento pelo periodo de 24 e 72 horas o meio de cultura contendo os
extratos foi retirado, e o MTT (1 mg/mL) foi adicionado, seguido de incubacao por 4 horas,
em ambiente controlado. Decorrido esse periodo, o MTT excedente foi removido, sendo
adicionado 100 pl de DMSO (PA) para solubilizar os cristais de formazan produzidos durante
a incubacdo. Em seguida, as placas foram avaliadas espectrofotometricamente com o auxilio

de um leitor de placas (540nm) para se determinar a viabilidade celular (101).

2.3 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos por média = desvio padrdo, analisados de forma
independente. Os ensaios foram analisados por ANOVA seguido do teste de Bonferrone
utilizando o programa Graph Pad versdo 7.04 (2017).

3 Resultados

Os testes de citotoxicidade realizados nas células da linhagem de leucemia monocitica
aguda (THP-1) indicam diferenca de p<0,001 para concentragdo de 0,75 mg de extrato e de
p<0,0001 para a concentracdo de 1,5 mg de extrato em relagcdo ao grupo controle, no teste de
24 h. A concentracdo de 0,375 mg sO apresentou diferenca relevante no tratamento de 72 h
(fig. 08). A concentracdo inibitdria média capaz de promover 50% do efeito méaximo (IC50)
foi de 1,15 £ 4,21 mg de extrato da casca do fruto da M. dubia.
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Figura 08 - Efeito citotéxico em células THP-1 em resposta ao aumento de da concentracdo do EBHC, tratamento de 24 e 72 h. Os simbolos iguais representam diferencas

significantes entre os grupo controle, representado pela concentracdo 0, e os grupos tratados com diferentes concentracdes de extrato, sendo (*) correspondente a p<0,05,

(***) p<0,001

e (F***) p<0,0001.
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A resposta das células de leucemia mieloide cronica (K562) ao extrato hidroalc6olico
apresentou diferenca de p<0,001 para a concentracdo 0,1875, e de p<0,0001 para as

concentragdes 0,375, 0,75, e 1,5 mg de extrato, no tratamento de 72 h (fig. 09).



Figura 09 - Efeito citotoxico em células K562 em resposta ao aumento de da concentragdo do EBHC, tratamento de 24 e 72 h. Os simbolos iguais representam diferengas
significantes entre os grupo controle, representado pela concentracéo 0, e os grupos tratados com diferentes concentragdes de extrato, sendo (***) p<0,001 e (****)

p<0,0001.
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4 Discussao

O efeito citotoxico exercido pelo extrato sobre as células da linhagem de leucemia
monocitica aguda (THP-1), so6 foi significativo a partir da concentracdo 0,75 mg de extrato, no
tratamento de 24 h, e mesmo com elevacdo da concentragdo para 1,5 mg nao houve
diminuigdo proporcional da viabilidade celular. Tal efeito ndo demonstra relagdo de dose-
dependéncia, o que dificulta a determinacdo de dose adequada do extrato para inducdo de
pleno efeito antineoplasico e demonstra inespecificidade das reacdes promotoras de morte
celular desencadeadas pelos componentes do extrato, resultado semelhante ao encontrado por
Jasamai et al (2016) (102), ao testar o extrato etandlico de Allium savitum em células da
linhagem K562.

Entretanto a resposta demonstrada pelas células de leucemia mieloide cronica,
principalmente no tratamento de 72 h, indica relacdo de dose dependéncia, com a
concentracdo do extrato sendo inversamente proporcional a viabilidade celular. Até a menor
concentracdo do extrato demonstrou efeito citotdxico significativo, semelhantes aos
resultados positivos de 04 dos 72 extratos aplicados por Ozi et al (2011) (86) em células do
carcinoma escamoso de cavidade oral.

Essa relacdo de dose dependéncia demonstrada pelo efeito do extrato sobre a viabilidade
celular, também encontrada por Ayesh (2014) (103) em seu estudo com os extratos de
Origanum syriacum e Thymus vulgaris, indica sinalizacdo de componentes do extrato via
receptor de membrana citoplasmatica, gerando a transducédo de sinal intracelular que culmina
com a efetivacdo da morte celular. Varios compostos fenolicos ja identificados na Myrciaria
dubia apresentam efeito pr6 apoptético, tais como a quercetina (33) e a cianidina-3-glicose
(104). No entanto, muitos outros estdo por ser descobertos.

5 Conclusdo

O extrato bruto hidroalcodlico da casca da M. dubia apresenta uma grande quantidade de
compostos bioativos ainda ndo identificados. O fracionamento desse extrato e a aplicagéo
dessas fracBes em testes para verificacdo de efeito antineoplasico e antitumoral podem
potencializar o efeito ja demonstrada e permitir a identificacdo e isolamento dos compostos

fitoquimicos responsaveis pelo efeito.
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ANEXO I

Critérios das Revistas

Artigo 1
O primeiro artigo serd submetido a revista Acta Amazonica, tendo sido elaborado de
acordo com as regras da revista disponiveis no  sitio  eletrénico:<

https://acta.inpa.gov.br/guia_ingles.php>.

Artigo 2

O primeiro artigo sera submetido a revista Journal of Ethnopharmacology, tendo sido
elaborado de acordo com as regras da revista disponiveis no sitio eletrénico:<
https://www.elsevier.com/journals/journal-of-ethnopharmacology/0378-8741/guide-for-

authors>.

Artigo 3

O primeiro artigo serd submetido a revista BCM Research Notes, tendo sido elaborado
de acordo com as regras da revista disponiveis no sitio eletrénico:<
https://bmcresnotes.biomedcentral.com/submission-guidelines/preparing-your-

manuscript/research-note>.
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