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RESUMO

O cancer colorretal (CCR) € o terceiro tipo de cancer mais diagnosticado no mundo e o
segundo mais letal. Aliado a isso, a terapia atual enfrenta desafios significativos
incluindo a baixa seletividade, toxicidade, efeitos adversos e resisténcia aos
medicamentos, justificando a busca por novos farmacos. Nesse contexto, os produtos
naturais fornecem uma rica fonte de compostos bioativos com propriedades
anticancerigenas. A planta Annona vepretorum Mart., conhecida como “pinha da
Caatinga”, € uma espécie endémica do nordeste brasileiro. Seus derivados vegetais
apresentam efeitos citotoxicos descritos na literatura, mas néo elucidados. Diante disso,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antitumoral in vitro do extrato éter de
petréleo obtido a partir das cascas do caule de Annona vepretorum (EEP-Av). A
citotoxicidade foi avaliada por meio do ensaio do brometo de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolio (MTT), frente a linhagens de células tumorais humanas (HCT 116,
HT-29, SK-MEL-28, MCF-7 e LoVo) e linhagem celular humana nédo tumoral de individuo
sadio (HaCaT). Apés 72 h de tratamento, a linhagem de adenocarcinoma colorretal HCT
116 foi a mais sensivel ao EEP-Av (Clso: 15,49 + 2,28 pg/mL), ndo apresentando
diferenca significativa com a Clso de 48 h (14,66 + 3,49 pg/mL), sendo escolhida para
dar continuidade aos experimentos. Somado a isso, o0 extrato foi mais seletivo nessas
células tumorais em 48 h (indice de seletividade — IS: 5,84) do que no tempo de 72 h
(IS: 5,0), em relagéo a atividade em HaCaT (Clso 72 h: 77,55 £ 2,50 uyg/mL / Cls0 48 h:
85,62 + 2,42 ug/mL). Em comparacao, ap0s 48 h, o controle positivo doxorrubicina
(DXR) foi mais citotéxico em células HaCaT (Clso: 0,64 + 0,98 uyM) do que em HCT 116
(Clso: 4,30 £ 0,99 uM), com IS de 0,14. Portanto, o EEP-Av apresentou 41,71 vezes
mais seletividade que a DXR. A analise do tipo de morte celular (apoptose/necrose) por
marcagdo com laranja de acridina/iodeto de propidio (LA/IP), mostrou que o EEP-Av
induziu apoptose em células HCT 116, apresentando caracteristicas como formagéo de
blebs de membrana e alteracdes nucleares, confirmadas pelo ensaio com marcacao de
Hoechst 34580. Na investigacéo de alteragdo mitocondrial por JC-1, foi observado que
0 extrato causou a perda do potencial de membrana mitocondrial, inferindo a
participacdo da via intrinseca de apoptose em seu mecanismo. Em sequéncia, no
estudo de modulacdo do estado redox, observou-se que EEP-Av induziu aumento dos
niveis de EROs, parcialmente revertido por pré-tratamento com N-Acetilcisteina (NAC).
Portanto, o estudo realizado sugere que EEP-Av induz morte celular em linhagem de
adenocarcinoma colorretal humano (HCT 116), de forma seletiva, por meio da
modulagéo da via intrinseca da apoptose e inducéo de estresse oxidativo.

Palavras-chave: Produtos naturais; Cancer; Farmacologia; Apoptose; Estresse
oxidativo.
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ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is the third most diagnosed cancer worldwide and the second
most lethal. In addition, current therapy faces significant challenges, including low
selectivity, toxicity, adverse effects, and drug resistance, justifying the search for new
drugs. In this context, natural products provide a rich source of bioactive compounds with
anticancer properties. The plant Annona vepretorum Mart., known as "pinha da
Caatinga," is an endemic species of the Brazilian Northeast. Its plant derivatives have
cytotoxic effects described in the literature but not yet elucidated. Given this, the
objective of this study was to evaluate the in vitro antitumor activity of the petroleum ether
extract obtained from the stem bark of Annona vepretorum (EEP-Av). Cytotoxicity was
assessed using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT)
assay against human tumor cell lines (HCT 116, HT-29, SK-MEL-28, MCF-7, and LoVo)
and a non-tumor human cell line from a healthy individual (HaCaT). After 72 h of
treatment, the HCT 116 colorectal adenocarcinoma cell line was the most sensitive to
EEP-Av (ICso: 15.49 £ 2.28 pug/mL), with no significant difference compared to the I1Cs,
at 48 h (14.66 £ 3.49 ug/mL), and was selected for further experiments. Additionally, the
extract was more selective for these tumor cells at 48 h (Selectivity Index — Sl: 5.84) than
at 72 h (Sl: 5.0), relative to its activity in HaCaT cells (ICso 72 h: 77.55 £ 2.50 ug/mL /
ICs0 48 h: 85.62 + 2.42 pg/mL). In comparison, after 48 h, the positive control doxorubicin
(DXR) was more cytotoxic to HaCaT cells (ICsy: 0.64 + 0.98 uM) than to HCT 116 cells
(ICs0: 4.30 £ 0.99 pM), with an Sl of 0.14. Therefore, EEP-Av was 41.71 times more
selective than DXR. Cell death type analysis (apoptosis/necrosis) using acridine
orange/propidium iodide (AO/PI) staining showed that EEP-Av induced apoptosis in HCT
116 cells, displaying characteristics such as membrane blebbing and nuclear alterations,
confirmed by Hoechst 34580 staining. In the mitochondrial alteration investigation using
JC-1, the extract caused a loss of mitochondrial membrane potential, suggesting the
involvement of the intrinsic apoptosis pathway in its mechanism. Furthermore, in the
redox state modulation study, EEP-Av increased ROS levels, which were partially
reversed by pretreatment with N-acetylcysteine (NAC). Therefore, this study suggests
that EEP-Av selectively induces cell death in human colorectal adenocarcinoma cells
(HCT 116) through modulation of the intrinsic apoptosis pathway and oxidative stress
induction.

Keywords: Natural products; Cancer; Pharmacology; Apoptosis; Oxidative stress.
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INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

O céancer é resultado de um processo de alteracdes genéticas e/ou
epigenéticas acumulativas em células, que resultam em condi¢Bes fenotipicas
que diferem de tecidos saudaveis, como o crescimento celular descontrolado e
a resisténcia a apoptose (Ravi et al., 2022; Hanahan, 2022). Considerando
apenas o cancer colorretal (CCR), em 2022 foram registrados cerca de 2 milhdes
de novos casos e 1 milhdo de 6bitos a nivel global, tornando-o o terceiro tipo da
doenca mais diagnosticado, com excesao ao cancer de pele ndo melanoma, e o
segundo mais letal (Bray et al., 2024).

Entre as principais modalidades terapéuticas disponiveis para o
tratamento do CCR estdo a resseccao cirurgica, radioterapia, quimioterapia,
imunoterapia e terapia alvo (Krasteva; Georgieva, 2022). Os agentes
quimioterapicos utilizados na clinica para tratar o CCR sé&o o 5-fluorouracil,
oxaliplatina, irinotecano e capecitabina (Hossain et al., 2022). Embora
apresentem eficicia clinica, estes ndo sdo seletivos as células tumorais,
resultando em toxicidade que, somado a resisténcia aos farmacos, limita a
terapéutica e justifica a busca por novas abordagens com menor toxicidade,
visando ampliar o arsenal terapéutico (Zeien et al., 2022).

Nesse contexto, os produtos naturais sdao um grupo de materiais e
substancias obtidas de fontes como as plantas medicinais, que fornecem
compostos bioativos com propriedades farmacol6gicas como anticancerigena
(Dutta et al., 2019). De fato, mais de 75% dos agentes antitumorais aprovados
pelo FDA derivam de produtos naturais ou de seus analogos sintéticos, incluindo
o0 paclitaxel, etoposideo, teniposideo, vincristina, vimblastina, docetaxel,
topotecano, irinotecano, entre outros (Newman; Cragg, 2020).

O Brasil apresenta a maior biodiversidade do mundo, com mais de 8,5
milhdes de plantas e animais, representando um enorme potencial para a
descoberta de novos produtos naturais com possiveis aplicagdes terapéuticas
(Calixto, 2019).

Sob essa perspectiva, encontra-se a familia Annonaceae, constituida por
mais de 120 géneros compostos por 2.400 espécies de arvores, arbustos e

lianas distribuidas por florestas tropicais pelo globo (Chatrou et al., 2012; Teles
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et al., 2015). No Brasil é expressivo o numero de espécies do género Annona L.,
muitas delas sédo nativas ou endémicas do pais (Almeida et al., 2014).

A espécie Annona vepretorum Mart., conhecida popularmente como
‘pinha da Caatinga”, é endémica do bioma Caatinga no nordeste brasileiro,
apreciada pelos seus frutos que sdo consumidos como fonte nutricional ou para
fins terapéuticos (Araujo et al., 2015). InvestigacGes anteriores demonstraram
que derivados vegetais dessa espécie, como extratos e 6leos essenciais, exibem
propriedades farmacolégicas como antimicrobiana (Costa et al., 2012),
antioxidante (Almeida et al., 2014), anti-inflamatéria, antinociceptiva (Silva et al.,
2015), anticonvulsivante, sedativa, ansiolitica, antidepressiva (Diniz et al., 2019),
citotoxica (Bonfim et al., 2016), entre outras.

Estudos anteriores evidenciaram o potencial citotoxico in vitro de
derivados vegetais de A. vepretorum. O 6leo essencial obtido das folhas da
planta foi eficaz contra células de melanoma murino, carcinoma hepatocelular e
de leucemias (Bonfim et al., 2016). Os extratos metandlico e cloroformico das
folhas também exibiram alta citotoxicidade, em células de cancer de colon e
sarcoma murino (Silva et al., 2017).

Contudo, apesar do notavel potencial farmacoldgico e anticancerigeno de
A. vepretorum, 0s mecanismos antitumorais ainda ndo foram elucidados.
Portanto, este trabalho objetivou avaliar o efeito citotoxico do extrato éter de
petréleo obtido das cascas do caule de Annona vepretorum Mart., frente a
linhagens de células humanas tumorais e sadia, bem como investigar o

mecanismo de acdo antitumoral na linhagem mais promissora.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aspectos gerais do cancer

As etapas de crescimento celular, periodo em que ha aumento de massa
e tamanho das células, e de divisao celular, onde uma célula-méae da origem a
duas células filhas geneticamente idénticas por meio do mecanismo conhecido
como mitose, sdo componentes da proliferagcdo celular, um processo
caracterizado por elevacdo no numero de células que é essencial para o
desenvolvimento, reparo, regeneracao e estabilidade dos tecidos (Funk; Musa,
2020; Cano-Martinez; Rubio-Ruiz; Guarner-Lans, 2024).

Na homeostase, esse processo esta em equilibrio com a morte celular
programada, por meio do controle da producdo de fatores promotores e
inibidores do crescimento (Al-Bedeary, Getta, Al-Sharaf, 2020). Porém, um
desbalanco entre esses fatores em decorréncia de mutacdes genéticas e/ou
epigenéticas incidentes em células sadias, resulta em um crescimento anormal
conhecido como tumor, ou neoplasia, que pode ser classificado como benigno
ou maligno (Patel, 2020).

Os tumores benignos sao definidos por crescimento lento de células
diferenciadas, ou seja, morfologicamente semelhantes as do tecido de origem,
restritas em sua localizacdo primaria e sem capacidade de invadir tecidos
adjacentes ou distantes. A massa tumoral formada possui bordas bem definidas,
com capacidade de comprimir 6rgaos e vasos sanguineos (Abdullah et al., 2022;
Boutry et al., 2022). Tipos especificos de tumores benignos podem evoluir para
malignidade, incluindo os polipos do colon, que podem se transformar em cancer
colorretal (Patel, 2020).

Todavia, os tumores malignos, conhecidos como cancer, sdo constituidos
fenotipicamente por células indiferenciadas. Essas células exibem
caracteristicas autondmicas e se proliferam descontroladamente, criando uma
massa tumoral com bordas irregulares. Somado a isso, podem se disseminar do
local de origem para outras partes do corpo através da corrente sanguinea ou
dos vasos linfaticos, um processo chamado de metastase (Ahmad; Ahsan,
2020).

As neoplasias malignas séo consideradas um problema de salde publica

e socioecondmica mundial, visto que s&o a segunda causa de morte por doenga
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no mundo, ficando atras apenas das doencas cardiovasculares, e a principal
desordem entre mortes prematuras em mais de 130 paises (Chanu; Singh, 2024;
Jackman et al., 2024).

Segundo os indicadores mais recentes da base de dados do Global
Cancer Observatory (GLOBOCAN) da International Agency for Research of
Cancer (IARC), apenas no ano de 2022 foram registrados mais de 20 milhdes
de novos casos de cancer no mundo, com taxa de 9,7 milhdes de mortes.
Excluindo o cancer de pele ndo melanoma, os tipos mais incidentes foram o
cancer de pulméo (12,4%), seguido pelo de cancer de mama feminino (11,6%)
e colorretal (9,6%). O cancer de pulmao (18,7%) foi o mais letal neste ano,
seguido pelo colorretal (9,3%), figado (7,8%) e de mama feminina (6,9%) (Bray
et al., 2024). Além disso, foi estimado que, até 2040, cerca de 29,5 milhdes de
novos casos da doencga sejam registrados globalmente (Khiari et al., 2024).

No Brasil, a tltima estimativa realizada pelo Instituto Nacional do Cancer
(INCA) revelou que, para o triénio 2023-2025, séo esperadas mais de 704 mil
novas ocorréncias, com destaque para o cancer de pele ndo melanoma (220 mil)
como o mais incidente, seguido pelo cancer de mama feminino (73 mil), de
préstata (71 mil) e o colorretal (45 mil) (Oliveira et al., 2023).

O céancer é um conjunto de mais de 100 doengas, com caracteristicas
biolégicas e clinicas variantes (Fearon, 1999; Shaji et al., 2024). Essas
neoplasias podem ser classificadas histologicamente em quatro tipos principais:
carcinomas, sarcomas, leucemias ou linfomas (Sucharitha, 2023).

Os carcinomas constituem cerca de 90% de todos os canceres humanos,
surgindo em tecidos epiteliais que revestem 6rgaos, e em glandulas como o
subtipo adenocarcinoma (Del Pino Herrera; Ferrall-Fairbanks, 2024). Os
sarcomas sao tumores malignos em tecidos moles e dsseos, que afetam tecidos
conjuntivos, como 0ssos, musculos, tecidos fibrosos e cartilagens (Vodanovich;
Choong, 2018). Ja as leucemias, sao tipos de cancer que envolvem os tecidos
responsaveis pela formagédo do sangue como a medula 6ssea, enquanto que 0s
linfomas se originam no tecido linfatico. Juntos, esses dois tipos correspondem
a 8% das malignidades humanas (Ahmad; Ahsan, 2020).

No que se refere a etiologia, o desenvolvimento do cancer esta
condicionado a fatores endégenos e exdgenos. As causas enddgenas envolvem

mutacdes hereditarias e aquelas que ocorrem de forma espontanea (Li, 2021;
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Shaposhnikov; Nepomnyaschaya; Yurieva, 2022). Entre 0s ex0genos,
responsaveis pela origem de 90-95% dos tumores malignos (Klaunig, 2019), séo
exemplos as exposi¢cdes ambientais e ocupacionais a agentes quimicos, fisicos
e biologicos conhecidos como agentes carcinogénicos, como o alcool, tabaco,
poluentes, infec¢cdes virais e bacterianas, e radiacao (Hill, 2019; Williams, 2019;
Jessurun, 2021), além de fatores ligados ao estilo de vida, como obesidade e
sedentarismo (Friedenreich; Ryder-Burbidge, McNeil, 2020).

A nivel celular, o desenvolvimento da patogenicidade maligna, conhecido
como carcinogénese (Figura 1), é constituido por trés etapas: iniciacao,

promocao e progressao (Nachef; Bourguignon; Foray, 2024).

Figura 1. Etapas da carcinogénese e microambiente tumoral
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Legenda: A carcinogénese € segmentada em trés estagios: iniciagdo, promogédo e
progressdo. A evolucdo desse processo ocorre em detrimento da instalacdo de um
microambiente tumoral, constituido ndo s6 por células mutadas, mas também por células do
sistema imunolégico, fibroblastos associados ao cancer, células endoteliais e a matriz
extracelular, que influenciam diretamente no crescimento do tumor. As células cancerigenas
escapam das fungbes supressoras do sistema imune, progredindo a tumorigénese ao se
disseminarem, via corrente sanguinea e/ou linfatica, para outros tecidos com auxilio das
células desse microambiente, processo conhecido como metéstase.

Fonte: Adaptado de De Visser; Joyce, 2023.

Na etapa de iniciagdo, uma célula saudavel € exposta a agentes
carcinogénicos que sao substancias capazes de causar genotoxicidade, ou seja,
danos no DNA, ou pode sofrer esses danos espontaneamente, produzindo

acumulo de alteracbes genéticas e/ou epigenéticas, que da origem a uma
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populacdo de células modificadas irreversivelmente de forma lenta e gradual
(Fishbein et al., 2021; Ravi et al., 2022).

Esses eventos resultam em mutacbes ou superexpressdo de proto-
oncogenes, que sdo genes de funcionamento normal que podem sofrer
alteracdes se tornando um oncogene promotor de tumor, como € o exemplo dos
genes codificadores das proteinas Myc (fator de transcricdo Myc), RAS (proteina
Rat sarcoma virus), FOS (proteina Fos), JUN (proteina Jun) e ERK (proteina
cinase regulada por sinal extracelular), os quais possuem potencialidade em
induzir o cancer ao promover proliferacdo e sobrevivéncia celular. Além disso,
ocorre a inativacdo de genes supressores de tumor, como 0 que codifica a
fosfoproteina p53, cuja funcdo normal € de proteger a célula contra danos
genéticos inibindo proliferacdo e induzindo a morte celular programada, a
apoptose (Kontomanolis et al., 2020; Langevin; Kelsey, 2020).

Na etapa de promog¢é&o acontece a expansao clonal das células iniciadas
e amplificacdo das mutagdes, gerando lesbes pré-neoplasicas (Compton, 2020).
No estagio concluinte da carcinogénese, a progressao, sdo acometidas lesées
malignas irreversiveis independentes de estimulos internos ou externos,
conduzindo a crescimento tumoral acelerado, instabilidade genética, invasao
para outros tecidos, e, principalmente, a angiogénese, como uma caracteristica
fundamental para o progresso e manutencdo da malignidade (Oliveira et al.,
2007; Lopez; Bleich, 2020).

Esse processo ocorre em meio ao microambiente tumoral, que €
constituido também por células do sistema imunolégico, fibroblastos associados
ao cancer, células endoteliais e a matriz extracelular, que modulam a proliferacéo
celular, favorecem a evasdo ao sistema imune pelas células cancerigenas,
estimula a angiogénese e contribui para a invasdo a outros tecidos e a metastase
(De Visser; Joice, 2023).

Apesar da heterogeneidade tumoral, evidenciada pela diversidade
genética e molecular dessas células, elas ainda compartilham comportamentos
semelhantes associadas ao fenétipo maligno (Hass; Von Der Ohe; Ungefroren,
2020). No inicio do século, os pesquisadores Hanahan e Weinberg definiram as
marcas biolégicas do cancer (do inglés: Hallmarks of cancer), que sao as

principais propriedades funcionais alteradas ou adquiridas por essa populacao
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de células, com informacbes atualizadas ao longo das décadas (Hanahan;
Weinberg, 2011).

As células cancerigenas desenvolvem catorze capacidades funcionais
essenciais para o desenvolvimento e manutencdo da massa tumoral (Figura 2),
incluindo: (1) sinalizacdo sustentada da proliferacdo; (2) fuga de supressores do
crescimento; (3) reprogramacao epigenética ndo mutacional; (4) evasdo do
sistema imunoldégico; (5) habilitagdo da imortalidade replicativa; (6) inflamacao
promotora de tumor; (7) microbiomas polimérficos; (8) ativacdo de invaséo e
metastase; (9) inducédo ou acesso a vascularizacdo; (10) células senescentes;
(11) instabilidade genbmica e mutacdo; (12) desregulacdo do metabolismo
celular; (13) desbloqueio da plasticidade fenotipica, e por fim (14) resisténcia a

morte celular, principalmente a apoptose (Hanahan, 2022).

Figura 2. Marcas bioldgicas (“hallmarks”) do cancer

Sinalizagao de Fuga de supressores
proliferagé@o sustentada do crescimento
Desbloqueio da Reprogramagéo epigenética
plasticidade fenotipica nao mutacional
Desregu_la(;éo do N l Evitar destrui¢do imune
metabolismo celular @
S '
Resisténcia a morte Aa Habilitagao de
celular = i "l‘/ r \ imortalidade replicativa

‘@7 AN
Instabilidade genémica (‘@) Inflamag&o promotora
e mutagdo ’ K de tumor
T — Microbiomas
olulas senescenies polimérficos
Indugéo ou acesso a Ativagéo de invasdo e
vascularizagéo metastase

Fonte: Adaptado de Hanahan, 2022.

2.2 Apoptose

7

A apoptose é um tipo de morte celular programada fisiolégica,
rigorosamente regulada para manter a homeostase dos organismos

multicelulares, que ocorre quando ha equilibrio entre a proliferagcdo e morte
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celular, desempenhado papéis importantes no processo de saude e doenca (Das
et al., 2021).

Este tipo de morte € componente essencial para o desenvolvimento
embrionario, fetal e de tecidos adultos, na cicatrizacéo de feridas e na remocao
de células danificadas ou disfuncionais, impedindo, por exemplo, a formacao de
um tumor (Vitale et al., 2023). AlteracGes nas vias normais da apoptose podem
ocasionar doeng¢as neurodegenerativas, autoimunes, propagacéo de patdégenos
intracelulares, danos cardiovasculares e cancer (Singh; Letai; Sarosiek, 2019).

O processo apoptético envolve eventos morfolégicos e bioquimicos
especificos, como condensacao de cromatina (picnose), fragmentacédo do nucleo
(cariorrexe), compactacao do citoplasma, formacdo de “blebs” (bolhas) na
membrana plasmatica, e por fim a fragmentacéo em corpos apoptéticos que sao
fagocitados por células parenquimatosas ou macréfagos, etapa facilitada pela
exposicdo da fosfatidilserina na superficie celular, prevenindo a necrose
secundéaria e consequente inflamacéo (Westman; Grinstein; Marques, 2020; Das
et al., 2021, Park et al., 2023).

Essas caracteristicas distinguem a apoptose da necrose, outro tipo de
morte celular. Enquanto que a apoptose € um processo controlado e
programado, a necrose ocorre de forma desordenada, causada por estimulos
externos que levam a ruptura da célula e extravasando conteudo intracelular, o
que ativa a resposta inflamatéria do tecido circundante (Park et al., 2023).

As caspases sdo uma classe de enzimas proteases cisteinicas e
aspartato especificas, que executam o0s eventos apoptoticos. Elas séo
encontradas na forma de pré-enzimas inativas, ativadas por autoclivagem ou
protedlise em residuos de aspartato por outras caspases. Sao divididas em
caspases iniciadoras (2, 8, 9 e 10) e caspases executoras (3, 6 e 7) (Neophytou
et al., 2021).

Duas vias de sinalizagao principais que desencadeiam a apoptose sao
bem estudadas: (1) a via intrinseca, ou mitocondrial, que é normalmente ativada
por sinais intracelulares; (2) via extrinseca, ou do receptor de morte, que €

acionada por sinais extracelulares (Neophytou et al., 2021) (Figura 3).
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Figura 3. Via extrinseca e intrinseca da apoptose
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Legenda: Na via extrinseca, uma molécula agonista extracelular ativa receptores de morte
(Fas, TRAIL ou TNFR) que recruta proteina adaptadora (FADD) e as pro-caspases 8 e 10 que
séo clivadas e ativadas em caspases 8 e 10, que ativam as caspases executoras 3, 6 e 7 para
induzir os eventos apoptéticos. Também clivam a proteina pré-apoptética BID em tBID, que
estimula a via intrinseca. A via intrinseca inicia a partir da ativagdo de proteinas pro-
apoptoticas BH3-only que resulta na oligomerizagcao de BAX e BAK. Com isso, sdo formados
poros na mitocondria que leva a permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial (PMEM),
liberando fatores apoptogénicos como citocromo ¢ e SMAC. No citosol, o citocromo c se liga
ao APAF-1, formando o apoptossomo com a pré-caspase 9, o que ativa a caspase 9. Esta,
por sua vez, sofre autoprotedlise e ativa as caspases efetoras 3, 6 e 7, que induzem a
apoptose. A proteina SMAC (ou DIABLO) é pré-apoptoética e inibe a XIAP, que normalmente
bloqueia as caspases efetoras e a caspase 9.

Fonte: Adaptado de Balaji et al., 2021.

A via intrinseca € ativada por estimulos internos como danos no DNA,
hipoxia, estresse oxidativo critico, radiacao ultravioleta (UV) e ativacao de fatores
oncogénicos. A resposta a esses estimulos é regulada pela familia de proteinas
BCL-2 (B-cell CLL/Lymphoma 2). Essa familia é constituida por membros pro-
apoptéticos chamados de proteinas BH3-only, como BIM, BID, BIK, BMF, NOXA
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e BBC3 (também conhecido como PUMA) (Carneiro; El-Deiry, 2020; Yuan;
Ofengeim, 2024).

A funcdo desses membros € inibir diretamente outros integrantes da
familia BCL-2 que séo anti-apoptoticos, como BCL-2, MCL-1, BCL-XL e BCL-W,
e ativar diretamente as pro-apoptoticas BAX e BAK. Quando ativadas, essas
proteinas se oligomerizam e formam poros na membrana externa da
mitocondria, levando a permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial
(PMEM) com consequente liberacdo do citocromo C e outros fatores
apoptogénicos para o citoplasma (Voss; Strasser, 2020; Yuan; Ofengeim, 2024).

O citocromo C associa-se com fator 1 de ativacdo da protease da
apoptose (APAF-1) e a caspase-9 formando o apoptossomo, 0 que leva a
ativacdo da caspase-9 que ativa, clivando, as caspases efetoras 3, 6 e 7, que,
por sua vez, ativam ou inibem proteoliticamente outras enzimas. As
endonucleases, quando ativadas, levam a induzem a fragmentacdo de DNA, e
as flipases, quando inibidas, leva a translocacg&o e exposi¢céo para o meio externo
de fosfatidilserina, além de outros eventos que culminam na formacédo dos
corpos apoptoticos (Voss; Strasser, 2020).

A via extrinseca, ou do receptor de morte celular, é iniciada por ligantes
enddgenos que se associam aos receptores de morte pro-apoptéticos causando
sua trimerizacdo. Entre os receptores estdo o FASR, também conhecido como
CD95, os receptores do fator de necrose tumoral (TNF) como TNFR1 TNFR2, e
0s receptores do ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF (TRAIL) como
TRAIL-R1/DR4 e TRAIL-R2/DR5. Esse processo € acompanhado pelo
recrutamento de proteinas adaptadoras do Dominio de Morte Associado a FAD
(FADD) e as pré-caspases iniciadoras 8 e 10, que ao serem clivadas e ativadas,
ativam diretamente as caspases 3, 6 e 7 (Voss; Strasser, 2020; Das et al., 2021;
Yuan; Ofengeim, 2024).

Paralelo a isso, a caspase 8 ativada pela via extrinseca pode também
executar uma clivagem proteolitica da proteina pré-apoptética BID, da familia
BH3-only, para a forma truncada tBID que inicia a via intrinseca ao ativar BAX e
BAK, servindo como um elo entre as duas vias, amplificando o sinal apoptético.
A nivel transcricional, BID é regulado positivamente pelo p53 (Carneiro; El-Deiry,
2020).
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No céancer, as células malignas desenvolvem resisténcia a apoptose, em
grande parte devido & mutacdo ou inativacdo do supressor de tumor p53,
responsavel por induz genes pré-apoptoéticos da familia BCL-2 e receptores de
morte (Singh, LIM, 2022). No cancer colorretal ha a delecdo do gene p53, o que
facilita a proliferacéo celular e progressao da doenca (Liebl; Hofmann, 2021).

Na clinica oncoldgica sdo conhecidos inUmeros agentes quimioterapicos
indutores de apoptose, como parte do mecanismo de acgdo citotoxico, incluindo
o 5-FU, irinotecano, paclitaxel, cisplatina, doxorrubicina, entre outros (Chaudhry

et al., 2022).

2.3 Estresse oxidativo no cancer

O estresse oxidativo € definido como um desequilibrio entre aumento
relativo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN), em
relacdo a agentes antioxidantes, causando danos oxidativos celulares como
danos a proteinas, fosfolipidios e mutacfes pontuais em &cidos nucleicos (Arfin
et al., 2021).

Existem duas formas de ERO: (1) os radicais, que sdo moléculas
pequenas derivadas do oxigénio molecular com elétrons desemparelhados,
como o anion superoxido (Oz2), radicais de hidroxila (OH"), peroxila (ROz2’), e 0s
(2) ndo radicais, que sdo moléculas que ndo possuem elétrons livres, como o
peroxido de hidrogénio (H202) e o acido hipocloroso (HOCI) (Jelic et al., 2021;
Sarmiento-Salinas et al., 2021).

Essas espécies reativas sdo subprodutos do metabolismo celular, sendo
necessarias para a homeostase e vias de sinalizacdo. Sao produzidas pela
cadeia transportadora de elétrons nas mitocondrias, por enzimas NADPH
oxidases (NOX) no reticulo endoplasmético (RE) e membrana plasmaética,
peroxissomos, lisossomaos, entre outros (Zhang et al., 2022a). Fatores exdgenos,
como exposicdo a agentes carcinogénicos e outros relacionados ao
desenvolvimento de cancer, também s&o indutores de producdo de ERO
(Sarmiento-Salinas et al., 2021).

Em condi¢des fisiolégicas, os niveis intracelulares de ERO sé&o
relativamente baixos devido ao sistema antioxidante que impede o acumulo

exacerbado (Figura 4). Esse sistema € composto por: pequenas moléculas nédo
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cataliticas que neutralizam essas espécies, como a melatonina, melanina, GSH,
acido Urico, polifendis e vitaminas E e C. Outra forma de eliminag&o inclui
antioxidantes enzimaticos, como a superoxido dismutase, glutationa peroxidase,

catalase e peroxirredoxinas (Hayes; Dinkova-Kostova, 2020; Jelic et al., 2021).

Figura 4. Consequéncias dos diferentes niveis de espécies reativas de oxigénio
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Legenda: O aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) pode promover morte
celular, senescéncia/parada do crescimento celular ou o cancer. O sistema antioxidante (SAO)
previne o aumento de ERO e o risco de carcinogénese em células saudaveis, garantindo
homeostase do estado redox. Porém, quando ha um desbalango entre ERO e SAO, com o
aumento de radicais livres, estes podem contribuir para a iniciacdo do tumor em células sadias,
como também o estado pré-oxidativo estimula a progressao de tumor, ainda se mantendo na
homeostase redox devido ao SAO, que é estimulado em células cancerosas. Todavia, um
maior aumento intracelular de ERO ultrapassa um certo limiar e a célula entra em estado de
estresse oxidativo, onde para sobreviver, a célula para o ciclo celular (parada do crescimento)
para reparar os danos e evitar a morte. Apesar disso, a quimioterapia citotéxica quando
aplicada, aumenta ainda mais os niveis de ERO para causar lesdes irreversiveis e levar a
inducdo de morte celular, como a apoptose.

Intervalo homeostatico redox
A

Fonte: Adaptado de Vuceti¢ et al., 2017.

Em niveis basais, ERO em células sadias contribui na manutencdo do
equilibrio redox, participando de sinalizacdes celulares como segundos
mensageiros em vias relacionadas com a proliferacdo, diferenciacdo e

crescimento celular, além de defesa imunologica (Manoharan et al., 2024).
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Porém, quando ha um aumento excessivo desses radicais, ultrapassando
a capacidade defensiva do sistema antioxidante, pode ocasionar o estresse
oxidativo que detém um papel dual: a abundancia de ERO pode ser indutor de
apoptose, ou contribuinte da carcinogénese, devido a oxidacdo no DNA que leva
a mutacdes em oncogenes e genes supressores de tumores (Hayes; Dinkova-
Kostova, 2020).

No papel de promotor de tumor, as altas concentracbes de ERO em
células cancerigenas ja estabelecidas contribuem ativando vias de sinalizacao
de sobrevivéncia e proliferacéo celular. Esse efeito ocorre devido a inativacéo de
supressores de tumor como o homélogo de fosfatase e tensina (PTEN) e o p53,
além da ativagdo da via NF-kB. Além disso, as ERO séo associadas a invaséo,
angiogénese e metastase, pela ativacdo de oncogenes como proteina cinase B
(PKB/AKT), ERK e c-MYC (Hayes; Dinkova-Kostova, 2020; Arfin et al., 2021).
Conjuntamente, ativam sistemas antioxidantes e desintoxicantes, que sdo meios
desenvolvidos pela célula tumoral para equilibrar o estresse oxidativo aberrante,
somado a estimulacéo de vias anti-apoptoticas (Sarmiento-Salinas et al., 2021).

O estresse oxidativo desempenha um papel central no desenvolvimento
do CCR, influenciando diretamente as etapas de iniciagdo e promocao da
carcinogénese, além da formacdo da doenca inflamatéria intestinal (DlIlI),
considerada um fator de risco. Os radicais livres atuam promovendo danos ao
DNA, e em macromoléculas como proteinas e lipidios nas células da mucosa
intestinal. A peroxidacao lipidica, por exemplo, compromete a integridade das
membranas e funcdes das mitocondrias, produzindo subprodutos toxicos como
malondialdeido, que forma complexos com o DNA que induz mutacdes em
oncogenes e genes supressores de tumor (Jelic et al., 2021; BardelCikova;
Soltys; Mojzi$, 2023).

Por outro lado, varios agentes quimioterapicos, incluindo alguns para o
tratamento de CCR, agem por produzir excessivamente radicais livres para
eliminar os tumores por lesées irreversiveis. Sdo exemplos, o 5-FU, cisplatina,
doxorrubicina, paclitaxel, vincristina, vimblastina, entre outros (Aboelella et al.,
2021). Diante disso, a inducao de oxidacdo por moléculas antitumorais € uma

abordagem promissora no tratamento do cancer.
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2.4 Cancer colorretal

O cancer colorretal (CCR), que atinge o cdélon e o reto do intestino grosso,
foi o terceiro tipo da doenca mais diagnosticado no mundo em 2022, com
aproximadamente 2 milhdes de novos casos, e 0 segundo com a maior taxa de
mortalidade, com quase 1 milhdo de 6Obitos registrados, sendo mais frequente no
sexo masculino. A América do Sul apresentou maior incidéncia, devido a razdes
socioecon6micas, mudancas comportamentais e alimentares (Bray et al., 2024;
Siegel; Giaquinto; Jemal, 2024).

Em escala global, foi observado que individuos da faixa etaria de 50 a 74
anos detém o maior indice de diagnosticos. Também foi estimado que a carga
global do CCR para o ano de 2040 seja de 3,2 milhdes de novos casos e 1,6
milhdes de mortes (Morgan et al., 2023).

As desigualdades socioeconémicas, politicas e culturais séo as principais
causas de mortalidade. A maior acessibilidade ao diagndstico e tratamento esta
em regides mais desenvolvidas. No contexto brasileiro, entre 1990 e 2019, os
homens foram os que apresentaram taxas mais altas de mortalidade, reflexo da
procura tardia por servicos de saude, enquanto que as mulheres apresentaram
aumento no numero de diagnésticos entre 2008 e 2019 (Dobiesz, 2022;
Schaedler et al., 2024).

No Brasil, segundo os dados obtidos do Sistema de Informacbes
Hospitalares do Sistema Unico de Saude (SIH/SUS) da plataforma DATASUS-
TABNET do Ministério da Saude, durante os meses de janeiro a outubro de 2024
foram registrados cerca de 67.083 mil Obitos por neoplasias, destes, 7.306
(10,89%) foram por CCR. Das mortes reportadas por este tipo de cancer, e
apenas neste periodo analisado, 50,8% foram referentes ao sexo feminino e
49,2% ao sexo masculino, com uma minima diferenca; 5.375 (73,5%) foram de
individuos entre 50 a 70 anos. As regides Sudeste, Sul e Nordeste foram as mais
frequentes, em ordem decrescente, seguidas pelo centro-oeste e norte
(DATASUS, 2024).

O CCR é geneticamente heterogéneo, uma vez que, de todos os tumores
malignos, é o que mais apresenta mutacdes somaclonais, ou seja, espontaneas
(Hossain et al., 2022). Esses tumores surgem a partir de neoplasias benignas,

0S polipos colorretais, que sao anormalidades de células epiteliais
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hiperproliferativas formadas no colon e/ou no reto do intestino grosso, mas que
podem se tornar lesdes pré-cancerigenas categorizadas como adenomas
tubulares tradicionais, que corresponde a 90% dos casos, ou polipos serrilhados,
ambos originados em glandulas ou tecidos glandulares (Arends, 2013; Nguyen;
Goel; Chung, 2020).

A sequéncia classica e gradual adenoma-carcinoma ocorre quando ha
uma desregulacao entre os mecanismos de reparo do DNA e da proliferacao
celular, devido ao acumulo de alteracdes genéticas e/ou epigenéticas (Fearon;
Vogelstein, 1990) (Figura 5). As células se tornam mais displasicas, adquirindo
aspecto morfolégico maligno potencialmente invasivo, o0 carcinoma,
desenvolvido por meio de vias conhecidas como: instabilidade cromossémica
(CIN), instabilidade de microssatélites (MSI) ou neoplasia serrilhada (Hawkins et
al., 2002; Currais; Rosa; Claro, 2022).

Figura 5. Progressao da carcinogénese do cancer colorretal
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Legenda: A carcinogénese do cancer de cdlon e reto (colorretal) € constituida pelo avanco de
estagios que podem durar décadas. Na iniciagdo, ocorre mutacdo em gene supressor de
crescimento APC que leva ao desenvolvimento de tumor benigno (p6lipo), que cresce durante
a promogdo com a ativacdo do oncogene KRAS, originando lesfes pré-cancerigenas, os
adenomas. Apos a perda de genes supressores de tumor DCC e p53, o carcinoma (tumor
maligno) é originado. O processo de metastase do CCR ocorre principalmente para 0s 0ssos,
pulméo e figado.

Fonte: Adaptado de Hossain et al., 2022.

A via CIN é responsavel por 75% dessas neoplasias. Um dos primeiros
eventos genéticos ocorridos, encontrado em 80% dos casos de CCR, é a

mutacéao inativadora do gene adenomatous polyposis coli (APC), que codifica um
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supressor de tumor que controla a via de sinalizacdo Wnt, envolvida com
proliferacéo e diferenciagéo celular. A APC normalmente controla os niveis de (3-
catenina que, se acumulada devido a ativagéo da via Wnt e/ou delecdo de APC,
leva ao aumento da proliferacdo celular resultando nos pdlipos, devido a
transcricdo de genes como Myc e o fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) (Mann et al., 1999; Arends, 2013; Randrian; Evrard; Tougeron, 2021).

As mutacgles ativadoras do oncogene KRAS (oncogene homdlogo ao
sarcoma de ratos de Kirsten), encontradas em 40-45% dos tumores, aumentam
a codificacdo da proteina, de mesmo nome, envolvida na ativacao constitutiva
da sinalizacdo MAPK/ERK (quinase ativada por mitdgenos/quinase regulada por
sinal extracelular) e do NF-kB (fator de transcricdo nuclear kB), aumentando a
proliferacéo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular, um passo essencial para a
progressdo do adenoma. Além disso € componente de sinalizacdo da via do
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) (Ruffinelli et al., 2021;
Currais; Rosa; Claro, 2022).

Entre outras contribuicbes para a progressao, esta a inibicdo do gene do
receptor de netrina-1 (DCC), um supressor de tumor que ao ser inativado permite
o crescimento do adenoma (Mehlen; Fearon, 2004; Nguyen; Goel; Chung, 2020).
E como passo final para a transformac¢éo em adenocarcinoma, esté a inibi¢cdo do
“guardidao do genoma”, o gene codificador da proteina p53, que, ao perder sua
funcao, deixa de reparar danos no DNA e de promover a apoptose e parada do
ciclo celular como resposta (Nguyen; Goel; Chung, 2020; Liebl; Hofmann, 2021).

Em contraste com a via CIN que pode demorar mais de uma década para
se desenvolver, a via carcinogénica MSI progride mais rapidamente, de 1 a 3
anos, e é observada em 15% dos casos do CCR (Currais; Rosa; Claro, 2022).
Essa via €é desencadeada por defeitos no sistema de reparo de
incompatibilidades de DNA (MMR), acumulando erros em regibes de
microssatélites, que sdo pequenas sequéncias repetitivas do DNA (Randrian;
Evrard; Tougeron, 2021).

O terceiro mecanismo acontece por meio de polipos serrilhados, definidos
como lesdes em forma de dentes de serra na mucosa do colon, que dao origem
ao adenocarcinoma por meio da via serrilhada (De Palma et al., 2019). Essa rota
€ caracterizada por hipermetilacdo no DNA em locais regulatorios especificos,

as ilhas de dinucleotideos citosina-fosfato-guanina (CpG), promovendo
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instabilidade de microssatélite (MSI) (Eads et al., 1999; Nguyen; Goel; Chung,
2020).

Também ocorre mutacdo no proto-oncogene B-Raf (BRAF) (mutacdo
V600E), que ativa constitutivamente a proteina BRAF que participa da
sinalizacdo da via MAPK/ERK, estimulando proliferacdo descontrolada e
evitando a apoptose (Davies et al.,, 2002). Mutacbes em BRAF sé&o
correlacionadas a mau prognostico, presente em 8% dos canceres colorretais
metastaticos (Venderbosch et al., 2014; Taieb et al., 2019).

Entre os fatores de risco, o desenvolvimento do tumor € condicionado a
fatores modificaveis, relacionados ao estilo de vida, incluindo a obesidade,
sedentarismo, consumo de alcool, tabagismo e dietas inadequadas (baixa
ingestao alimentar de célcio, vitamina D, fibras, frutas, vegetais, e a ingestao de
carnes vermelhas e processadas) (Puzzono et al., 2021; Lewandowska et al.,
2022; Hua et al., 2023).

Dentre os fatores ndo modificaveis esta a idade. E observado que adultos
com mais de 50 anos sd0 mais propensos a desenvolver a neoplasia, enquanto
qgue homens sao mais susceptiveis do que as mulheres (Steele et al., 2014; Choi;
Kim, 2023), segundo dados epidemiolégicos, que também mostraram que
grupos de homens e mulheres negros, e 0s ndo hispanicos, tiveram maiores
taxas de incidéncia e mortalidade entre as racas (Sawicki et al., 2021; Petrick et
al., 2021).

Pessoas com doencas inflamatorias intestinais, como colite ulcerativa e
doenca de Crohn, apresentam alto risco para o tumor. Quanto a hereditariedade,
a polipose adenomatosa familiar (FAP), com mutacdo no gene APC, e a
sindrome de Lynch, também chamada de céncer colorretal hereditario sem
polipose, predispde a doenca entre os membros familiares (Sawicki et al., 2021).

Entre os principais sintomas iniciais estdo o sangramento retal, dor
abdominal, anemia por deficiéncia de ferro, perda de peso e alteragédo no habito
intestinal (Holtedahl et al., 2021; Fritz et al., 2023). O rastreamento e diagnostico
do CCR pode ser feito por meio de endoscopia (colonoscopia, sigmoidoscopia e
retoscopia), exames de fezes (teste de sangue oculto nas fezes, imunoldgico
fecal e DNA fecal), exames de imagem (tomografia, ressonancia magnética e

ultrassonografia endorretal), biopsia, entre outros (Sawicki et al., 2021).

37



O estadiamento pds diagnaostico pelo sistema TNM € usado como preditor
de progndstico e orientacdo terapéutica. Ele € avaliado por meio de analise
patologica, que mede profundidade do tumor (T), o comprometimento linfonodal
(N) e a presenca de metastase (M). A estratificacdo do cancer, de acordo com a
oitava edicao (2017) do Manual AJCC (American Joint Committee on Cancer),
subdivide-o em estégios I-IV e destaca a importancia de registrar a completude
da resseccao (RO, R1 ou R2) (Chen et al., 2021; Mahmoud, 2022).

2.5 Tratamento do cancer colorretal

De modo geral, as principais modalidades terapéuticas do cancer incluem:
quimioterapia, radioterapia, resseccao cirargica, terapia alvo e imunoterapia,
com estratégias selecionadas ao paciente de acordo com o tipo da doenca,
localizac&o e gravidade (Debela et al., 2021). Para o CCR, a abordagem clinica
€ a mesma, podendo ser dividida em tratamentos locais, sistémicos ou
combinados (Krasteva; Georgieva, 2022).

Os tratamentos locais incluem a cirurgia, a primeira linha terapéutica para
casos em estégio inicial e em avangados, quando combinado com quimioterapia
ou radioterapia tanto antes (neoadjuvante) quanto apds (adjuvante) o
procedimento. Esse recurso envolve incisdo da massa tumoral sélida, e, em
casos avancados, a retirada dos linfonodos, devido ao risco de metastase. As
terapias de ablac&o (por radiofrequéncia, micro-ondas ou etanol) e embolizacéo
sdo meios alternativos a cirurgia, sendo este Ultimo adotado em casos
metastaticos no figado (Krasteva; Georgieva, 2022; Shinji et al., 2022).

A radioterapia também é considerada para tratar localmente casos
avancados, como neoadjuvante, adjuvante a cirurgia ou de modo paliativo (Shinji
et al., 2022).

A terapia sistémica, aguela que pode atingir todo corpo por meio do fluxo
sanguineo, é constituida pela terapia alvo, imunoterapia e principalmente a
quimioterapia. A terapia alvo, ou direcionada, € composta por anticorpos
monoclonais (AcM) ou pequenas moléculas projetadas para atacar alvos
especificos, como proteinas. Os AcM mais conhecidos para tratar o CCR sao os
antiangiogénicos: cetuximabe, um inibidor do receptor EGFR, langado em 2004

como o primeiro da classe, e o bevacizumabe, um inibidor de VEGF usado para
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tratar pacientes metastaticos, visto que é associado a melhora significativa na
sobrevida global (Xie; Chen; Fang, 2020; Naz et al., 2024).

Entre outros medicamentos Anti VEGF/EGFR estdo os AcM aflibercept,
ramucirumabe, panitumumabe e a pequena molécula regorafenibe (Xie; Chen;
Fang, 2020). Dentre as pequenas moléculas desenvolvidas com outros alvos,
esta o encorafenibe, um inibidor da proteina BRAF (Li et al., 2024).

A imunoterapia € uma estratégia inovadora no tratamento do CCR, que
usa medicamentos que inibem pontos de verificacdo imunoldgica para
potencializar a capacidade do sistema imunolégico em reconhecer e destruir as
células cancerigenas. A tecnologia dos AcM também é usada nesta modalidade,
como os inibidores das proteinas PD-1 (receptor de morte programada 1) e
CTLA-4 (antigeno-4 relacionado ao linfécito T citotoxico) do checkpoint
imunologico: pembrolizumabe e ipilimumabe, respectivamente (Krasteva;
Georgieva, 2022; Li et al., 2024).

Além disso, estdo em desenvolvimento ou em fase clinica, vacinas que
estimulam as células imunoldgicas T e B para atacar as células tumorais
colorretais, como € exemplo a OncoVax, além de outras vacinas baseadas em
DNA, mRNA (micro &cido ribonucleico), proteinas e células dendriticas (Rastin
et al., 2024).

A quimioterapia € utilizada, além de regimes adjuvantes ou neoadjuvantes
a cirurgia, como primeira linha de tratamento e especialmente em pacientes que
ndo podem ser submetidos & cirurgia, e em casos de recorréncia ou metéstase.
E composta por abordagem com agente tinico como o 5-fluorouracil (5-FU), um
farmaco sintético analogo da timina e inibidor da replicacdo do DNA, ou por meio
de combinac¢@es do 5-FU com outros agentes quimioterapicos com mecanismos
de agéo diferentes, como oxaliplatina (OX), irinotecano (IRI) e capecitabina (CAP
ou XEL), que podem ser combinados como: FOLFOX (5-FU+OX), FOXFIRI (5-
FU+IRI), XELOX ou CAPOX (CAP+0OX) e CAPIRI (CAP+0OX) (Xie; Chen; Fang,
2020; Hossain et al., 2022).

Embora os mecanismos de acgdo variem, assim como outros agentes
quimioterapicos, estes agem induzindo citotoxicidade, ou seja, promovem a
morte celular, frequentemente pela ativacdo de apoptose como resultado final.
Porém, ndo atuam de forma seletiva as células cancerigenas, também afetando

células saudaveis. A falta de seletividade produz toxicidade sistémica, resultando

39



em efeitos adversos como mielossupressao, alopecia, nauseas, vomitos, entre
outros. Entre outras limitagOes, estdo a resisténcia as drogas, desenvolvida
pelas células tumorais, e a falha terapéutica (Van Den Boogaard; Komninos;
Vermeij, 2022; Zeien et al., 2022).

Para superar essas adversidades, uma vez que a quimioterapia sistémica
continua sendo uma das formas de tratamento mais eficazes do CCR e no geral,
€ buscado ampliar o arsenal terapéutico a procura de alternativas menos toxicas

e eficazes (Van Den Boogaard; Komninos; Vermeij, 2022).

2.6 Produtos naturais e derivados sintéticos no tratamento do cancer

Os produtos naturais sdo uma notéria fonte de novos farmacos para o
tratamento de inumeras enfermidades, provenientes de fontes como
microrganismos, animais, minerais e, principalmente, plantas medicinais, que
sdo produtoras de metabdlitos secundarios classificados como alcaloides,
taxanos, flavonoides, taninos, saponinas, quinonas, lignanas e terpenoides,
responsaveis pelas atividades farmacolégicas encontradas (Ali Abdalla et al.,
2022).

Os metabdlitos secundarios sdo moléculas fitoquimicas com funcao
protetora para a planta, mas que desempenham efeitos terapéuticos no corpo
humano e por isso sdo amplamente explorados pela inddstria cosmética,
alimenticia e farmacéutica (Twaij; Hasan, 2022).

No cancer ha um importante destaque para a classe dos produtos naturais
visto que, das 206 moléculas aprovadas pela Food and Drug Administration
(FDA) para o tratamento da doenca, entre as décadas de 1940 e 2020, 75%
correspondem a produtos naturais ou seus derivados sintéticos bioativos
(Newman; Cragg, 2020).

Dentre os farmacos de maior destaque obtidos a partir de produtos
naturais ou de seus derivados, encontram-se a camptotecina, isolada da planta
Camptotheca acuminata, que originou os derivados semissintéticos irinotecano
e topotecano; o paclitaxel, extraido das cascas de Taxus brevifolia; a vincristina
e vimblastina, derivadas da planta Catharanthus roseus; o etoposideo e o
teniposideo como derivados semissintéticos da podofilotoxina, encontrada nas

raizes de Podophyllum peltatum e Podophyllum hexandrum; e a doxorrubicina,
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extraida da bactéria Streptomyces peucetius, evidenciando a obtencdo por
micro-organismos (Newman; Cragg, 2020; Ali Abdalla et al., 2022).

O irinotecano € utilizado na clinica oncoldgica como primeira linha no
tratamento do CCR, ao ser combinado com o 5-FU. Ele inibe a topoisomerase |
impedindo a replicacdo de DNA e sintese de RNA. O SN-38, o metabdlito ativo
do irinotecano, vem sendo investigado em ensaios clinicos em humanos com
CCR, principalmente o seu emprego em nanotecnologias, devido a sua poténcia
antiproliferativa e efeito antiangiogénico, por meio da inibicdo do VEGF (Huang
et al., 2019; Liu, 2024).

Outras moléculas de produtos naturais ou derivados sintéticos estdo em
estudos de fase clinica em humanos (I-IV) para o tratamento do CCR. Sao
exemplos o resveratrol e curcumina (fase 1), ambos polifendis; o polissacarideo
fungico PSK (fase Ill); o derivado sintético macrolideo do sirolimo (Streptomyces
hygroscopicus), o everolimo (fase I1l); o Andrographolide (Andrographis
paniculata) (fase Il), berberina (Berberis vulgaris) (fase Il/1ll) e silimarina (Silybum
marianum) (fase V), provenientes de plantas medicinais, entre outros. Estes tém
como mecanismo de acdo a inducdo de apoptose, efeito antiproliferativo,
antiangiogénese e/ou parada no ciclo celular (Islam et al., 2022).

Uma das principais vantagens do uso das moléculas dessa classe na
terapéutica do cancer, € a capacidade de superar a resisténcia tumoral. Essas
substancias podem potencializar o efeito de agentes quimioterapicos, facilitando
sua entrada nas células e, ainda, induzir outros mecanismos de acdo
simultaneos, como remodelacdo do microambiente tumoral ativando o sistema
imunoldgico contra as células neoplasicas (Talib et al., 2021; Zhang et al.,
2022b).

Uma abordagem alternativa no emprego dessas substancias, sao 0s
conjugados anticorpos monoclonais com o farmaco citotoxico. Destacam-se 0
brentuximab vedotin (2011) para o tratamento de linfomas, composto por
anticorpo anti-CD30 ligado ao semissintético MMAE (Monometil Auristatina E)
da dolastatina 10, que por sua vez é um metabdlito de molusco marinho
(Dolabella auricularia); e o Sacituzumabe govitecan-hziy (IMMU-132) (2020)
para o tratamento do cancer de mama, que consiste em um anticorpo anti-Trop-
2 conjugado ao SN-38, o metabdlito do irinotecano derivado da camptotecina
(Huang; Lu; Ding, 2021).
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Nesse sentido, € possivel observar que os produtos naturais, aléem de
atuarem como fonte para o desenvolvimento de novos medicamentos e emprego
em novas tecnologias, também podem servir de base para a criacdo de
moléculas semissintéticas ou como inspiracdo para as sintéticas, expandindo

sua relevancia.

2.7 Annona vepretorum e o seu potencial farmacoldgico

A medicina tradicional explora ha séculos o beneficio farmacoldgico
empirico de plantas medicinais e outros recursos naturais, para tratar as
desordens de saude. Esses conhecimentos etnofarmacolégicos séo repassados
por geracdes dentro das comunidades e catalogados na literatura cientifica,
servindo, até os dias atuais, de arcabouco para a descoberta de novos
medicamentos pela industria farmacéutica (Marrelli, 2021).

O Brasil apresenta-se como uma regiao promissora no desenvolvimento
de farmacos, devido a sua biodiversidade composta por mais de 8,5 milhdes de
espécies de plantas, algas, fungos e animais (Calixto, 2019). No pais, ja foram
descobertos medicamentos importantes para o mercado farmacéutico como o
captopril, mas, apesar da base cientifica solidificada, esse e outros nao foram
desenvolvidos e produzidos em territério nacional (Braga, 2021).

Neste contexto, destaca-se a familia Annonaceae, cujos 120 géneros
possuem mais de 2.400 espécies de arvores, arbustos e lianas, distribuidas
pelas florestas tropicais pelo globo (Chatrou et al., 2012; Teles et al., 2015). No
Brasil, sdo encontrados 29 desses géneros, com destaque para Annona L.,
constituida por mais de 170 espécies das quais 25 sdo nativas, distribuidas pelos
biomas: Caatinga, Cerrado, Amazonia, Mata Atlantica e Pantanal (Costa et al.,
2012; Almeida et al., 2014).

Diversas espécies do género Annona L. tém sido utilizadas
tradicionalmente para o tratamento de doencas infecciosas, condi¢des
inflamatorias, diabetes e também para o cancer, no qual em algumas culturas
sdo usadas as folhas e sementes devido as suas supostas atividades
antitumorais (Abdul Wahab et al., 2018; Al Kazman; Harnett; Hanrahan, 2022).

As plantas do género sao ricas em metabdlitos secundarios como terpenoides,
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alcaloides, acetogeninas, flavonoides e compostos fendlicos (Menezes et al.,
2021; Al Kazman; Harnett; Hanrahan, 2022).

A espécie Annona vepretorum Mart., conhecida popularmente como
‘pinha da Caatinga”, “araticum-da-Caatinga”, “bruteira” (Aradjo et al., 2017) é
endémica do bioma Caatinga no nordeste brasileiro, apreciada pelos seus frutos
que sdo consumidos como fonte nutricional ou para fins terapéuticos, como o
tratamento de picadas de abelhas e de cobras, alergias, infecgbes microbianas

e inflamacdes (Araujo et al., 2015) (Figura 6).

Figura 6. Planta e o fruto da espécie Annona vepretorum Mart.

Fonte: Siqueira Filho, 2020.

Investigagbes anteriores mostraram que derivados vegetais dessa
espécie, como extratos e Oleos essenciais, exibem atividades farmacologicas,
incluindo antimicrobiana (Costa et al., 2012), antioxidante (Almeida et al., 2014),
anti-inflamatéria, antinociceptiva (Silva et al., 2015), anticonvulsivante, sedativa,
ansiolitica, antidepressiva (Diniz et al., 2019), tripanocida, antimalarica (Meira et
al., 2015) e citotoxica (Bonfim et al., 2016).

Muitas dessas propriedades tém sido associadas aos metabdlitos
secundarios que sao substancias orgéanicas bioativas. A constituicdo fitoquimica
das plantas varia de acordo com a regido de coleta e o tipo de derivado vegetal
(Twaij; Hasan, 2022). De modo geral, entre os compostos bioativos presentes da
espécie incluem alcaloides, terpenos, flavonoides, esteroides e compostos
fendlicos (Silva et al., 2017).
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Os oOleos essenciais sdo ricos em metabdlitos secundarios como
biciclogermacreno e o espatulenol (Bomfim et al., 2016), assim como também de
sesquiterpenos, a exemplo do B-felandreno e limoneno (Meira et al., 2015). Um
estudo em modelo in vitro mostrou que o Oleo essencial das folhas da planta
induziu citotoxicidade em linhagem de células de melanoma murino (B16-F10),
carcinoma hepatocelular humano (HepG2), leucemia mieloide cronica humana
(K562) e leucemia promielocitica humana (HL-60) (Bonfim et al., 2016).

Os extratos das folhas de Annona vepretorum contém esterdides como [3-
sitosterol e estigmasterol além de flavonoides, como a rutina e a quercetina-3-O-
B-L-rhamnose (Araujo et al., 2017). Estudos in vitro com o extrato metandlico e
cloroférmico das folhas exibiram elevada citotoxicidade frente as células de
cancer de colon humano (HCT 116) e sarcoma de camundongos (Sarcoma-180),
além de apresentarem baixa toxicidade aguda em camundongos (Silva et al.,
2017).

Por sua vez, o extrato éter de petréleo obtido das cascas do caule,
utilizado neste estudo, é rico em diterpenos do tipo ent-caureno (Quadro 1),
com destaque para o inédito na literatura ent-33-hidroxi-caur-16-en-19-al
(125,7 mg) e o majoritario ent-33-hydroxy-caur-16-eno (585,8 mg) (Figura 7),
que apresentam efeito citotoxico frente a linhagens celulares de leucemia
mielocitica crénica humana (K562), leucemia promielocitica humana (HL-60),
carcinoma hepatocelular humano (HepG2) e melanoma de camundongo (B16-
F10) (Dutra et al., 2014a; Dutra et al., 2014b).

Figura 7. Estrutura quimica do diterpeno ent-33-hidroxi-caur-16-eno

HO"

Fonte: Dutra et al., 2014b.
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Quadro 1. Composicao fitoquimica das cascas do caule de Annona

vepretorum

Derivado

Parte da planta
vegetal

Substancia

Referéncia

Extrato
éter de
petréleo

Cascas do caule

Extrato
metanolico

Ent-3B-hidroxi-caur-16-eno

Ent-3B-hidroxi-caur-16-en-
19-al

Ent-3p-acetoxi-caur-16-eno

Ent-3B-hidroxi-caurendico
acido

Acido caurendico

Oxido de caryofileno

Humuleno epdxido Il

B-Sitosterol

Estigmasterol

Campesterol

Dutra et al.,
2014a

Ent-33,4B-dihidroxi-18-nor-
caur-16-eno

Dihidro-feruilotiramina

4-hidroxi-N-[2-(4-
hidroxifenil)etil]-3,5-
dimetoxi-
benzenopropanamida

3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-
N-[2-(4-hidroxifenil)etil]-2-
propenamida (N-
feruilotiramina)

Ent-3p -hidroxi-caur-16-eno

Espatulenol

3 —Sitosterol

Acido kaurénico

Acido cauran-17-oico

Ent-38,19-diidroxi-caur-16-
eno

B -Sitosterol-3-O- B -D-
glucosideo

Aradjo et al.,
2023

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os diterpenos ent-kauranos sao compostos tetraciclicos frequentemente
isolados de plantas da familia Annonaceae. Destacam-se por possuir efeito
citotoxico e antitumoral como o acido caurendico (Costa et al., 2020), acéo
também observada no 6xido de cariofileno (Fidyt et al., 2016), estigmasterol
(Bakrim et al., 2022), campesterol (Zhu et al., 2016) e no B-sitosterol (Bao et al.,
2022).

Uma investigacao posterior caracterizou fitoquimicamente um extrato
metandlico do caule dessa espécie. A andlise resultou no isolamento de
compostos especificos, incluindo o diterpeno ent-kaurano, inédito na literatura,
ent-3[3,43-dihydroxy-18-nor-kaur-16-ene, entre outras substancias ja conhecidas
(Quadro 1) (Araujo et al., 2023). Contudo, apesar dos estudos de citotoxicidade
indicarem forte atividade dos derivados vegetais da espécie frente a células
cancerigenas, 0S mesmos ndo se propuseram a investigar os mecanismos de

atividade antitumoral.

46



OBJETIVOS



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antitumoral in vitro do extrato éter de petrdleo obtido

das cascas do caule de Anonna vepretorum Mart. (EEP-Av).

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a citotoxicidade do EEP-Av em diferentes linhagens de
células tumorais humanas (HCT 116, HT-29, LoVo, MCF-7 e SK-
MEL-28);

e Avaliar a citotoxicidade do EEP-Av em linhagem humana nao
tumoral derivada de queratinécitos de individuo sadio (HaCaT);

e Avaliar o perfil citotbxico do EEP-Av em diferentes tempos de
tratamento na linhagem mais sensivel,

e Determinar o indice de seletividade (IS) do EEP-Av e comparar
com o controle positivo doxorrubicina;

e Avaliar o efeito antiproliferativo do EEP-Av;

e Investigar o tipo de morte celular induzido por EEP-Av;

e Investigar o efeito do EEP-Av sobre o estado redox celular;

e Sugerir um mecanismo envolvido no efeito citotoxico do EEP-Av.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local da pesquisa

A obtencdo do extrato éter de petroleo das cascas do caule de Annona
vepretorum Mart. (EEP-Av) foi realizada pelo Laboratério de Pesquisa em
Quimica Organica de Sergipe (LABORGANICS), do Departamento de Quimica
da Universidade Federal de Sergipe (UFS) Campus de S&o Cristovdo, em
colaboracéo do Prof. Dr. Emmanoel Vilaga Costa e a Dra. Livia Macedo Dutra.
O extrato foi cedido gentilmente pelo Prof. Dr. Josean Fechine Tavares do
Laboratério Multiusuéario de Caracterizacéao e Analises (LMCA) da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB).

O cultivo celular e os estudos in vitro de atividade antitumoral foram
realizados nas dependéncias dos laboratérios de Oncofarmacologia
(OncoFar/UFPB) e de Biofotdnica (CBiotec/UFPB).

4.2 Material botanico

As cascas do caule de Annona vepretorum Mart. foram coletadas no dia
24 de maio de 2012, na Serra da Guia, no municipio de Po¢o Redondo, Sergipe,
Brasil sob coordenadas geograficas 09°57°54” S, 37°51'46” W. A planta foi
devidamente identificada pela Profa. Dra. Ana Paula do Nascimento Prata, do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Sergipe (DBI/UFS). Uma
exsicata desta amostra foi depositada no herbario da Universidade Federal de
Sergipe (Herbario ASE/UFS), com numero de registro 23492 (nimero de registro
SISGEN ACAAA36).

4.3 Preparo das amostras

Antes da execucao de cada ensaio experimental, o EEP-Av pesado (2 mg)
foi diluido em 100 pL de DMSO (100%) para a obtencdo de uma solucéo estoque
(20.000 pg/mL). A partir dessa solucao estoque, foram preparadas as diluigcbes
com diferentes concentragbes do EEP-Av, para o tratamento nas células,
utilizadas imediatamente apds o preparo. A concentracdo de DMSO por poco
nao excedeu a concentracdo de 0,5%. As amostras foram armazenadas sob

refrigeracéo a -20°C e protegidas da luz.
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4.4 Substancias e reagentes

Foram utilizadas as seguintes substancias: meio Dulbecco’s Modified
Eagle’s (DMEM) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 (SigmaAIdrich®, St. Louis, Missouri, EUA),

solugcédo estabilizada de penicilina (100 Ul/mL) - estreptomicina (100 pg/mL)
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), tripsina 0,25% com &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA),
solucdo fosfato tamponada (PBS) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA),
soro fetal bovino (SBF) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA),
dimetilsulféxido (DMSO) (Dinamica®, Indaiatuba, Sdo Paulo, Brasil), dodecil
sulfato de sodio (SDS) (Exodo Cientifica®, Sumaré, Sao Paulo, Brasil), azul de
tripan (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinoetanossulfénico (HEPES) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA),
doxorrubicina (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri,
EUA), N-acetilcisteina (NAC) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA), iodeto
de propideo (Thermo Fisher®, Rochester, New York, EUA), cloreto de sédio
(NaCl) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA), Cianeto de carbonila 3-
clorofenilhidrazona (CCCP) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), Hoechst
34580 (Invitrogen®, Waltham, Massachusetts, EUA), cloreto de 5,5',6,6'-
tetracloro-1,1',3,3"- tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1) (Sigma-Aldrich®,
St. Louis, Missouri, EUA), metanol, violeta de genciana (Uniphar®, Jodo Pessoa,
Brasil), cloreto de potassio (KCI) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA),
cloreto de calcio (CaCtz) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA), sulfato de
magnésio (MgSOa) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA), sulfato de sédio
(Na2S0a) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA).

4.5 Equipamentos

Os seguintes equipamentos foram utilizados: microscépio invertido Nikon

eclipse TS100 (Olympus®, Toquio, Japao), cabine de fluxo de ar laminar vertical
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Aeolus V (Telstar®, Sdo Paulo, Brasil), leitor de multideteccdo Synergy HT
(BioTek®, Vermont, EUA), centrifuga Rotina 380R (Hettich®, North Rhine-
Westphalia, Alemanha), balanca analitica eletrdnica SHI-AUW220D
(Shimadzu®, S&o Paulo, Brasil), banho-maria AQUAline (LAUDA®, S&o Paulo,
Brasil), agitador magnético com aquecimento (Solab Cientifica®, Sdo Paulo,
Brasil), incubadora de CO» MCO-18ACL-PA (Panasonic®, Osaka, Jap&o),
autoclave vertical linha CS-A (Prismatec®, Sdo Paulo, Brasil), estufa de
secagem (DeLeo® equipamentos laboratoriais, Rio Grande do Sul, Brasil),
estereomicroscopio Televal 31 (Zeiss®, BadenWiirttemberg, Alemanha), cAmera
fotografica OverShot A2500 (Canon®, So Paulo, Brasil), microscépio confocal
de varredura a laser (Leica®, Hesse, Alemanha), microscépio Axio Observer Al
(Zeiss®, Baden-Wiirttemberg, Alemanha), geladeira DFN49 (Eletrolux®, Parana,

Brasil), agitador MS 3 digital (IKA®, Baden-Wirttemberg, Alemanha), e
espectrofotometro (Shimadzu, Japéo).

4.6 Linhagens celulares e cultivo

Para os ensaios de citotoxicidade foram utilizadas as linhagens celulares
humanas: HCT 116 (adenocarcinoma colorretal), HT-29 (adenocarcinoma
colorretal), LoVo (adenocarcinoma metastatico colorretal)) MCF-7
(adenocarcinoma mamario humano), SK-MEL-28 (melanoma) e HaCaT
(queratindcitos adultos sadios), obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ) (Quadro 2).

O cultivo celular foi realizado em frascos adequados com meio Dulbecco’s
Modified Eagle’s (DMEM) ou meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640,
de acordo com a linhagem celular, suplementados com soro bovino fetal (SBF)
10% e antibidtico a 1% (penicilina/estreptomicina). As células foram mantidas
incubadas em uma estufa biolégica em condicbes de 37°C e 5% CO2. A
manutenc¢ao das garrafas de cultivo ocorreu a cada 48 ou 72 horas, com trocas
de meio e procedimentos de repigue, quando necessario, em um ambiente estéril
no interior de uma cabine de fluxo laminar. A técnica de contagem de células em

camara de Neubauer utilizando o reagente azul de tripan, foi adotada para avaliar
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a viabilidade celular antes de cada experimento, considerando-se uma
viabilidade minima de 90% (Gongalves; Sobral, 2020).

Quadro 2. Linhagens de células tumorais e ndo tumoral utilizadas no estudo

Linhagens : : - : :
Tipo histolégico Origem Meio de cultura

celulares

HCT 116 Adenocarcinoma colorretal Humana RPMI
HT-29 Adenocarcinoma colorretal Humana RPMI
SK-MEL-28 Melanoma Humana DMEM
MCF-7 Adenocarcinoma mamario Humana RPMI

Adenocarcinoma colorretal
LoVo . Humana DMEM
metastatico
HaCaT Queratinécitos (ndo tumoral) Humana DMEM

Legenda: HCT 116: linhagem celular de adenocarcinoma colorretal humano; HT-29: linhagem
celular de adenocarcinoma colorretal humano; SK-MEL-28: linhagem celular de melanoma
humano; MCF-7: linhagem celular de adenocarcinoma mamaério; LoVo: linhagem celular de
adenocarcinoma colorretal metastatico; HaCaT: linhagem celular de queratindcitos adultos
sadios humanos; DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium; RPMI: Roswell Park Memorial
Institute 1640.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.7 Avaliacao de citotoxicidade do EEP-Av em linhagens tumorais e ndo

tumoral e determinac&o do indice de Seletividade (IS)

A citotoxicidade foi avaliada por meio do ensaio colorimétrico de reducéo
do brometo de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio (MTT). Esse sal
tetrazélio de cor original amarela permeia a membrana plasmatica e, nas
mitocondrias de células metabolicamente ativas, é convertido por enzimas
desidrogenases em cristais de formazan insoltvel de coloracao roxa, que podem
ser quantificados espectrofotometricamente, obtendo-se a densidade éptica que
€ proporcional a quantidade de células viaveis (Ghasemi et al., 2021).

Para a triagem, as ceélulas foram incubadas com apenas duas
concentracdes de EEP-Av (100 e 25 ug/mL) em placas de 96 poc¢os por 72 horas,
numa densidade de 5 x 10° células/mL para LoVo, 3 x 10° células/mL para HCT
116, HaCaT e HT-29, 2 x 10° células/mL para SK-MEL-28 e 1 x 10° células/mL

para MCF-7, a 37°C com 5% de CO2. Para as curvas concentragcéo-resposta, as
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células foram incubadas com diferentes concentracdes do EEP-Av (3,12 - 200
Mg/mL) ou doxorrubicina (DXR) (0,078 - 10 yM) por 24, 48 ou 72 horas, sob as
mesmas condicdes descritas anteriormente. Apos o periodo de incubacéo, o
sobrenadante foi parcialmente retirado, seguido pela adicdo do MTT (5 mg/mL)
e incubacdo por mais 4 horas. Em seguida, foi adicionado uma solugéo de
SDS/HCL 0,01N para dissolver os cristais de formazan em agitacdo magnética
overnight, e entdo as microplacas foram lidas em um espectrofotometro do tipo
leitor de ELISA na absorbancia de 570 nm (Gongalves; Sobral, 2020). Para a
triagem foi realizado apenas um experimento em quadruplicata, enquanto que
para as curvas concentracdo-resposta, foram executados trés experimentos
independentes em triplicatas.

O indice de seletividade (IS) foi determinado a partir da razéo entre a Clso
da célula nédo tumoral pela Clso da célula tumoral, conforme a férmula abaixo
(Duarte et al., 2022).

_ Clso da linhagem n&o tumoral
" Clsoda linhagem tumoral

4.8 Avaliacéo da capacidade de formacéao de coldonias do EEP-Av

O ensaio de clonogenicidade, ou de formacéo de colbnias, € uma técnica
in vitro que mede a capacidade de uma Unica célula em sobreviver a longo prazo
e formar colénia (>50 células) no seu redor, mesmo apds tratamentos que
possam causar danos em cromossomos, avaliando entdo a capacidade
proliferativa (Adan; Kiraz; Baran, 2016; Bravo-San Pedro, et al., 2021).

Para este ensaio, 1.000 células (HCT 116) por poco foram semeadas em
placas 24 pocos e, ap0ds 4 horas, foram tratadas com a Clso (14 pg/mL) e metade
(7 yg/mL) do EEP-Av por 48 horas. ApGs esse periodo, as células foram lavadas
com PBS e mantidas com meio em cultura por aproximadamente 7 dias, em
estufa em condigbes de 37°C com 5% de CO2, ocorrendo manutengdo com
trocas de meio de cultivo em dias alternados. Finalizados os 7 dias, oS pocos
foram lavados com PBS e as células foram fixadas com metanol 100%, e entdo
coradas com solucéo de violeta de genciana (Bravo-San Pedro, et al., 2021). As

placas foram observadas em microscopio Optico e estereomicroscopio, onde os
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pocos foram fotografados e as colbnias formadas, com no minimo 50 células,

foram contadas com auxilio do software Image J (NIH, EUA).

4.9 Investigacao de mecanismos de agdo antitumoral in vitro induzida por
EEP-Av

4.9.1 Avaliacdo de morte celular por microscopia confocal com marcacao

de laranja de acridina e iodeto de propidio (LA/IP)

Para a investigacdo do tipo de morte celular, foi utilizado o ensaio de
analise morfolégica por microscopia confocal de varredura a laser, com
marcacao dupla pelos fluoréforos laranja de acridina (LA) e iodeto de propidio
(IP). Esses corantes permitem a diferenciagdo entre os tipos de morte celular,
apoptose e necrose. A LA é um corante metacromatico vital que permeia as
membranas celulares e cora acidos nucleicos, tanto de células vivas quanto
mortas, emitindo fluorescéncia verde (Gao et al., 2020). Ja o IP é impermeavel
as membranas, se intercalando ao DNA e emitindo fluorescéncia vermelha
apenas em células que perderam a integridade de membrana (Ude et al., 2022).

Neste experimento, as células HCT 116 (1 x 10° células/mL) foram
incubadas em placas de 24 pogos com a Clso (14 pg/mL) e metade (7 ug/mL) do
EEP-Av por 48 horas. A doxorrubicina (2,5 uM) foi utilizada como controle
positivo. ApGs o periodo de tratamento, as células foram centrifugadas (500 x g,
20°C, 5 minutos), ressuspensas em PBS e entdo marcadas com 10 uL de laranja
de acridina (10 pg/mL) e iodeto de propidio (10 pg/mL). As células foram
observadas sob microscépio confocal de varredura a laser, utilizando lasers de
488 e 552 nm, com emissdo nas faixas de 510-541 nm e 639-701 nm
(Goncalves; Sobral, 2020). Foram realizados trés experimentos independentes
em triplicatas, obtendo-se trés imagens de campos aleatérios de cada replicata.

Os critérios para analise foram: as células viaveis foram evidenciadas pela
coloragdo verde clara e estruturas intactas. Aquelas em estagio inicial da
apoptose foram observadas com o nucleo verde brilhante e presenca de
condensacdo de cromatina, enquanto que o estagio tardio foi identificado por
areas alaranjadas/amareladas (verde/vermelho) de condensacédo de cromatina

e formacéo de bolsas apoptéticas membranares (blebs). As células em necrose
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tiveram seus nucleos corados apenas de vermelho (Renvoize et al.,, 1998;
Ferreira et al., 2023).

4.9.2 Analise de alteracdes nucleares por coloracéo de Hoechst

O Hoechst 34580 é um corante fluorocromético azul permeavel as
membranas e de ligacdo especifica ao DNA, bastante utilizado para observar
caracteristicas da apoptose, como condensacado de cromatina e fragmentacéo
de DNA (Swain et al., 2020). A variacao de intensidade de fluorescéncia é usada
para observar alteragdes nucleares, pois quanto mais fluorescente, maiores os
danos detectados (Fuchs et al., 2023).

Neste experimento, as células HCT 116 (1 x 10° células/mL) foram
incubadas em placas de 24 pogos com a Clso (14 ug/mL) e metade (7 pg/mL) do
EEP-Av por 48 horas. A doxorrubicina (2,5 pM) foi utilizada como controle
positivo. Apos o periodo de tratamento, as células foram centrifugadas (500 x g,
20°C, 5 minutos), ressuspensas em PBS e entdo marcadas com 20 pL de
Hoechst (10 ug/mL) durante 20 minutos, sob protecdo da luz e em temperatura
ambiente. As células foram observadas em microscoépio confocal de varredura a
laser, utilizando o laser de 405 nm, com emisséo na faixa de 410-600 nm. Foram
realizados trés experimentos independentes em triplicatas, obtendo-se trés
imagens de campos aleatérios de cada replicata. Foi utilizado o software Image

J (NIH, EUA) para medir a intensidade de fluorescéncia (%).

4.9.3 Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Aym)

A perda do potencial de membrana mitocondrial (AYm), com decorrente
aumento de permeabilidade membranar, esta criticamente envolvida com o inicio
do processo apoptético (Morse et al., 2024). O corante catiénico lipofilico JC-1
(5,5',6,6'-tetraquilbenzimidazolilcarbocianina iodeto) € utilizado para avaliar o
potencial de membrana mitocondrial. Em mitocondrias saudaveis com alta
polarizacéo, o JC-1 se acumula e forma agregados que emitem fluorescéncia
vermelha. Ja em células em apoptose com mitocéndrias despolarizadas, com
perda do AWm, o JC-1 perde a capacidade de formar agregados e permanece

em sua forma monomeérica que emite fluorescéncia verde (Smiley et al., 1991).
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Neste experimento, as células HCT 116 (1 x 10° células/mL) foram
incubadas em placas de 24 poc¢os com a Clso (14 pg/mL) e metade (7 pg/mL) do
EEP-Av por 48 horas. Ap0s o periodo de tratamento, as células foram
centrifugadas (500 x g, 20 °C, 5 minutos), ressuspensas em PBS e entéo
marcadas com 20 uL de solucéo de JC-1 (2,5 uyM) durante 20 minutos, com
resguardo da luz e em temperatura ambiente. Para o grupo controle positivo, foi
adicionado 10 pL de CCCP (cianeto de carbonila 3-clorofenilhidrazona) (50 pM)
por 5 minutos, seguido por 20 puL de JC-1 (2,5 M) por 15 minutos. As células
foram observadas sob microscopio confocal de varredura a laser. Foram
realizados trés experimentos independentes em triplicatas, obtendo-se trés
imagens de campos aleatérios de cada replicata. Para a analise dos dados foi
utilizado o software Image J, e entédo a intensidade de fluorescéncia relativa (%)
foi obtida.

4.9.4 Investigacao do envolvimento de ERO no mecanismo do EEP-Av

Com o objetivo de investigar a participacdo da producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) no efeito citotoxico de EEP-Av, as células de cancer
colorretal (HCT 116) foram submetidas a um pré-tratamento com N-acetilcisteina
(NAC). O NAC é um derivado do aminoacido L-cisteina com efeito antioxidante,
gue neutraliza ERO e previne o estresse oxidativo, além de ser um precursor da
sintese da glutationa, outro antioxidante direto (Pedre et al., 2021).

Nesse sentido, as células HCT 116 (3 x 10° células/mL) foram semeadas
em placas de 96 pocos na presenca ou auséncia de NAC (10 uM) por 3 horas.
Apos esse periodo, as células foram tratadas com a Clso (14 ug/mL) e metade (7
pg/mL) do EEP-Av, e a Clso (48 h) de doxorrubicina (4,0 uM), por 48 horas.
Finalizado o tempo de tratamento, o sobrenadante foi parcialmente retirado,
seguido pela adicdo do MTT (5 mg/mL) e incubagdo por mais 4 horas. Em
seguida, foi adicionado uma solugdo de SDS/HCL 0,01N para dissolver os
cristais de formazan em agitacdo magnética overnight, e entdo as microplacas
foram lidas em um espectrofotdmetro do tipo leitor de ELISA na absorbancia de
570 nm (Gongalves; Sobral, 2020). Foram realizados trés experimentos

independentes em triplicatas.
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4.10 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o software GraphPad Prism
versao 8.0.2 (Graphpad Software Inc, San Diego, CA, EUA). Os resultados foram
expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A comparacao estatistica
entre os dados foi realizada por Analise de Variancia (ANOVA) one way, seguido
pelo teste de Dunnet ou Tukey, conforme indicado, com nivel de significancia de
p < 0,05.

A Clso, concentracdo que inibe 50% da viabilidade celular, e seus
intervalos de confianga de 95%, foram obtidos por regressdo nao linear
utilizando-se a equacéao de Hill (GraphPad Prism, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Citotoxicidade do EEP-Av em linhagens de células humanas tumorais

e ndo tumorais

O ensaio de MTT foi conduzido inicialmente como uma etapa de triagem,
para investigar o possivel efeito citotoxico do extrato éter de petroleo de Annona
vepretorum (EEP-Av) sobre linhagens de células derivadas de variados tipos de
canceres humanos de importancia clinica. Para tanto, foram utilizadas as
linhagens celulares: adenocarcinoma colorretal (HCT 116), adenocarcinoma
colorretal (HT-29), melanoma (SK-MEL-28), adenocarcinoma mamario (MCF-7)
e adenocarcinoma colorretal metastatico (LoVo), tratadas com 25 e 100 ug/mL
do extrato por 72 horas (Tabela 2).

Tabela 1. Triagem de efeito citotéxico do EEP-Av frente a diferentes linhagens

de células tumorais humanas apds 72 h de tratamento

: % de viabilidade celular
Linhagens celulares

25 pg/mL 100 pg/mL
HCT 116 31,71 £ 0,70% 6,47 £ 0,25%
HT-29 42,51 + 1,44% 0,69 + 0,06%
SK-MEL-28 43,17 £ 0,86% 14,26 + 2,80%
MCF-7 54,34 + 4,34% 10,99 + 0,68%
LoVo 70,81 £ 0,36% 3,58 + 0,79%

Legenda: A viabilidade celular foi medida pelo ensaio MTT. Os dados foram expressos como %
de viabilidade celular £+ EPM, obtidos a partir de um Unico experimento em quadruplicatas e
comparados com seus respectivos grupos controle. HCT 116: linhagem celular de
adenocarcinoma colorretal humano; HT-29: linhagem celular de adenocarcinoma colorretal
humano; SK-MEL-28: linhagem celular de melanoma humano; MCF-7: linhagem celular de
adenocarcinoma mamario; LoVo: linhagem celular de adenocarcinoma colorretal metastatico.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Conforme observado na Tabela 1, as células HCT 116 apresentaram
maior sensibilidade ao EEP-Av que reduziu a viabilidade celular, em comparacao
ao grupo controle (99,97 £+ 1,99%), em 68,3% na menor concentragao testada e
93,5% na maior. Em células HT-29 (Controle: 100,0 + 2,71%), nas concentragdes
de 25 e 100 pg/mL a viabilidade celular foi diminuida em 57,5% e 99,3%,
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respectivamente, enquanto que em células SK-MEL-28 (Controle: 100,0 +
1,85%), foram observadas reducdes de 56,8% e 85,7%, respectivamente. Na
linhagem MCF-7 foi constatado 45,6% (25 pg/mL) e 88,9% (100 ug/mL) de
declinio quanto ao controle (99,98 + 0,98%), e cerca de 29,1% e 96,4% em
células LoVo (Controle: 99,99 + 2,64%).

Diante destes dados, as linhagens de cancer colorretal HCT 116 e HT-29
se sobressairam em relagdo as demais, quando se compara o percentual de
reducdo da viabilidade nas duas concentracdes testadas. A linhagem LoVo
apresentou elevada citotoxicidade (96,7%) apenas na maior concentracao
testada (100 pg/mL).

Apesar da linhagem SK-MEL-28 (56,8%) ter apresentado sensibilidade
semelhante a HT-29 (57,2%), em 25 ug/mL, observou-se que 100 pg/mL néo foi
suficiente para induzir maximo efeito, ao compararem-se as linhagens de CCR
(HCT 116, HT-29 e LoVo). Portanto, as células de cancer colorretal foram
escolhidas para a realizacao de curvas de concentracdo-resposta do EEP-Av no
tempo maximo de 72 horas de incubacéo.

Ao avaliarem-se os efeitos de EEP-Av sobre as linhagens de
adenocarcinoma colorretal, apdés 72 horas de tratamento, observou-se uma
significativa citotoxicidade (p < 0,05) em LoVo, a partir da concentracdo de 12,5
Mg/mL, obtendo-se o efeito maximo em 100 ug/mL. J4A em HT-29 e HCT 116, o
declinio significativo foi a partir de 6,25 ug/mL, com maxima resposta em 75 e
100 ug/mL, respectivamente (Figura 8).

No tempo méximo de tratamento, o EEP-Av obteve Clso de 46,76 + 8,59
pMg/mL em LoVo e 17,61 + 2,27 ug/mL em HT-29. A Clso mais baixa, 15,49 + 2,28
pg/mL, foi em HCT 116, demonstrando ser a linhagem mais sensivel ao extrato.
Diante dos dados apresentados na Figura 8, apenas a HCT 116 foi escolhida
para dar continuidade a investigacdo do efeito citotoxico, em outros tempos de

tratamento, e mecanismo de a¢cdo do composto.
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Figura 8. Citotoxicidade do EEP-Av frente a linhagens celulares de cancer

colorretal humano (LoVo, HT-29 e HCT 116) ap0s 72 h de tratamento
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Legenda: Viabilidade celular (%) das células (A) LoVo (adenocarcinoma colorretal humano
metastatico), (B) HT-29 (adenocarcinoma colorretal) e (C) HCT 116 (adenocarcinoma colorretal),
apos 72 h de exposi¢éo a diferentes concentra¢des do EEP-Av. Os dados foram expressos como
média + erro padrdo da média (EPM) de trés experimentos independentes em triplicatas,
analisados por Analise de Variancia (ANOVA) one way seguido pelo teste estatistico Tukey.
Letras diferentes denotam diferencas significativas entre as condi¢des (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na sequéncia, foi avaliado o perfil de citotoxicidade do extrato em outros
tempos de incubacdo em HCT 116. Constatou-se que o EEP-Av induziu efeito
citotoxico expressivo dependente de concentracdo, com reducao significativa (p
< 0,05) da viabilidade celular, em comparacao ao grupo controle, observada a
partir da concentracdo de 6,25 pg/mL em cada tempo de tratamento, atingindo o
efeito méximo em 100 ou 200 ug/mL em 24 e 48 horas, respectivamente. A partir
desses dados, foram obtidas Clso de 59,53 + 5,9 yg/mL e 14,66 + 3,49 pg/mL
apos 24 e 48 horas de incubagéo, respectivamente (Figura 9).
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Figura 9. Citotoxicidade do EEP-Av frente a linhagem celular de

adenocarcinoma colorretal humano (HCT 116) apés 24 e 48 h de tratamento
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Legenda: Viabilidade celular (%) da linhagem HCT 116 apés (A) 24 e (B) 48 horas de exposicao
a diferentes concentracdes do EEP-Av. Os dados foram expressos como média * erro padrdo
da média (EPM) de trés experimentos independentes em triplicatas, analisados por Analise de
Variancia (ANOVA) one way seguido pelo teste estatistico Tukey. Letras diferentes denotam
diferencas significativas entre as condi¢des (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em seguida, avaliou-se a influéncia do tempo de incubacédo do EEP-Av
sobre o efeito citotoxico em células HCT-116 em diferentes periodos de
tratamento (24, 48 e 72 horas). A partir da Figura 10, observa-se uma
sobreposicao dos efeitos do EEP-Av nos tempos de 48 e 72 horas em
concentracdes inferiores a 50 pg/mL. Em contrapartida, em 24 horas, essas
mesmas concentragdes ndo demonstraram a mesma eficiéncia, indicando a
necessidade de um tempo adicional para alcancar o mesmo efeito. Dessa forma,

sugere-se uma dependéncia temporal para o efeito citotéxico.
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Figura 10. Curvas concentracdo-resposta de diferentes tempos de tratamento

(24, 48 e 72 h) com variadas concentragfes do EEP-Av em células HCT 116
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Legenda: Viabilidade celular (%) da linhagem HCT 116 em funcéo de diferentes concentracfes
do EEP-Av nos tempos de 24, 48 e 72 h de tratamento. Os dados foram expressos como média
* erro padrao da média (EPM) de trés experimentos independentes em triplicatas.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na subsequente etapa do estudo, avaliou-se uma possivel toxicidade do
EEP-Av sobre uma linhagem nédo tumoral de queratinécitos adultos humanos
(HaCaT). De acordo com os resultados apresentados na Figura 11, foi visto que
em 24 e 48 horas houve declinio significativo (p < 0,05) na viabilidade celular
apenas a partir de 60 ug/mL, e efeito total em 100 pg/mL.

Ja no maior periodo de exposicéo, 72 h, a reducdo foi significativa a partir
de 50 ug/mL, atingindo o efeito maximo em 90 pg/mL. Em soma, o extrato obteve
Clso, em HaCaT, de 88,82 + 1,98 yg/mL, 85,62 + 2,42 pg/mL e 77,55 + 2,50
pMg/mL apds a exposicao por 24, 48 e 72 horas, respectivamente.
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Figura 11. Citotoxicidade do EEP-Av frente a linhagem celular humana de

queratinécitos sadios (HaCaT) apds 24, 48 e 72 h de tratamento
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Legenda: Viabilidade celular (%) da linhagem celular humana de queratinécitos adultos sadios
(HaCaT) apo6s (A) 24, (B) 48 e (C) 72 horas de exposicdo a diferentes concentragdes do EEP-
Av. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) de trés experimentos
independentes em triplicatas, analisados por Andlise de Variancia (ANOVA) one way seguido
pelo teste estatistico Tukey. Letras diferentes denotam diferengas significativas entre as
condi¢cdes (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Com base nos valores de Clso obtidos, foi entdo calculado o indice de
seletividade (IS) do EEP-Av nos diferentes tempos de tratamento, utilizando a
linhagem nao tumoral como parametro de comparacdo com as células tumorais.

A Tabela 2 mostra que, em células HCT 116, a partir de 24 h o extrato
apresentou citotoxicidade superior em células cancerigenas do que em sadias
(IS > 1), sendo 1,49 vezes mais seletivo. Apos 48 h de incubacdo, o composto
foi 5,84 vezes mais seletivo, e em 72 h esse indice foi de 5,0. No periodo maximo
de tratamento (72 h) em células HT-29 (IS: 4,4) e LoVo (IS: 1,65), 0 composto

também exibiu maior efeito farmacoldgico especifico em células neoplasicas (IS
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> 1), porem com IS inferiores ao encontrado na linhagem HCT 116, como

destaca a Tabela 2.

Tabela 2. Valores de Clso e IS do EEP-Av em linhagens celulares tumorais de
cancer colorretal (HCT 116, HT-29 e LoVo) e nao tumoral HaCaT no periodo de
24, 48 e/ou 72 h de tratamento

Linhagens Clso (ug/mL) IS
celulares 24 h 48 h 72h 24h | 48h | 72h
HCT 116 59,53+59 14,66+3,49 1549+228 149 584 5,00
HT-29 - - 17,61 + 2,27 - - 4,40
LoVo - - 46,76 + 8,59 - - 1,65
HaCaT 88,82 +1,98 8562+242 7755250 - - -

Legenda: Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM), obtidos a
partir de trés experimentos independentes em ftriplicatas, apresentados como valores de Clso
obtidos por regressdo nédo linear. HCT 116: linhagem celular de adenocarcinoma colorretal
humano; HaCaT: linhagem celular de queratinécitos humanos sadios; LoVo: adenocarcinoma
colorretal humano metastatico; HT-29: adenocarcinoma colorretal; Clso: concentragéo inibitoria
média; IS: indice de seletividade.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em vista disso, uma vez que os valores de Clso obtidos em 48 e 72 h de
exposicao ndo exibiram diferenca significativa (Tabela 2), a concentracdo do
extrato referente a 48 h, bem como esse tempo de incubacéo, foram escolhidos
para os ensaios posteriores do estudo.

Para fins comparativos de eficacia e seletividade do EEP-Av sobre a
linhagem HCT 116, utilizou-se a droga padrao doxorrubicina (DXR), no periodo
de tratamento de 48 h, conforme explicado anteriormente. A DXR apresentou
acentuado efeito citotdxico dependente de concentracao, sendo mais potente em
células sadias HaCaT, com Clso de 0,64 + 0,98 uM, do que em ceélulas
cancerigenas HCT 116, com Clso de 4,30 + 0,99 yM. Em ambas as linhagens, o
efeito citotoxico foi significativo (p < 0,05) a partir de 0,312 uyM, enquanto que em
HaCaT o extrato atingiu seu efeito maximo em 10 yM, o que nao foi visto em
HCT 116, na qual a droga formou um platd nas maiores concentracdes avaliadas
(Figura 12).
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Figura 12. Citotoxicidade de DXR frente as linhagens de células humanas de
adenocarcinoma colorretal (HCT 116) e queratinécitos sadios (HaCaT) apos 48
h de tratamento
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Legenda: Viabilidade celular (%) da linhagem celular humana (A) HCT 116 (adenocarcinoma
colorretal) e (B) HaCaT (queratinécitos sadios) apds 48 horas de exposicdo a diferentes
concentracdes de doxorrubicina (DXR). Os dados foram expressos como média + erro padrédo
da média (EPM) de trés experimentos independentes em triplicatas, analisados por Analise de
Varidncia (ANOVA) one way seguido pelo teste estatistico Tukey. Letras diferentes denotam
diferencas significativas entre as condi¢des (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo com o IS calculado, apés 48 h o controle positivo DXR
apresentou indice de seletividade de 0,14 (Tabela 3). Em comparac¢ao por esse
parametro, o EEP-Av apresentou 41,71 vezes mais seletividade as células
tumorais HCT 116 do que a DXR, no mesmo periodo de incubacéo.

Tabela 3. Valores de Clso e IS de DXR em linhagem celular tumoral HCT 116 e

nao tumoral HaCaT no periodo de 48 h de tratamento

Linhagens celulares Clso (M) IS
HCT 116 4,30 £ 0,99 0,14
HaCaT 0,64 £ 0,98 -

Legenda: Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM), obtidos a partir
de trés experimentos independentes em triplicatas, apresentados como valores de Clso obtidos
por regressdo ndo linear. HCT 116: linhagem celular de adenocarcinoma colorretal humano;
HaCaT: linhagem celular de queratinocitos humanos sadios; DXR: doxorrubicina; Clso:
concentracao inibitoria média; IS: indice de seletividade.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.2 Efeito do EEP-Av na formacé&o de colbnias de células HCT 116

A partir do ensaio de clonogenicidade, constatou-se que o EEP-Av inibiu
significativamente a formacdo de col6nias de células de cancer colorretal HCT
116, apos 48 horas de tratamento com a Clso (14 pyg/mL) e metade (7 pg/mL),

guando comparados ao grupo controle (Figura 13).

Figura 13. Efeito inibitério do EEP-Av na formacéo de colbnias de células de

adenocarcinoma colorretal humano (HCT 116)
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Legenda: (A) Colbnias observadas em estereomicroscopio, e sua (B) quantificacdo (%), da
linhagem celular de adenocarcinoma colorretal humano (HCT 116) ap0s a exposi¢éo de 48 h a
Clso (14 pg/mL) e metade (7 pg/mL) do EEP-Av, cultivadas por 7 dias no total. Os dados foram
expressos como média + erro padrdo da média (EPM) de trés experimentos independentes em
duplicatas, analisados por Analise de Variancia (ANOVA) one way seguido pelo teste estatistico
Dunnet. *: p < 0,05 quando comparado com o grupo controle (n&o tratado).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 13a, é possivel observar, a partir de andalise qualitativa, que
nos grupos de tratamento com o extrato houve uma reducéo tanto na quantidade

de colbnias formadas quanto no tamanho das mesmas. Diante do tratamento
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estatistico, de 100,0 + 9,02% de col6nias formadas no grupo controle (n&o
tratado), a Clso reduziu significativamente esse percentual para 36,24 + 3,85% (p
<0,05), enquanto que a metade dessa concentracao reduziu para 54,80 £ 4,63%
(p < 0,05), porém nao houve diferenca significativa entre os dois grupos de

tratamento (Figura 13b).

5.3 Tipo de morte celular induzida por EEP-Av em células HCT 116, avaliada

por dupla marcacao de laranja de acridina e iodeto de propidio

Na Figura 14 é mostrado imagens representativas das células HCT 116
marcadas com os corantes fluorescentes laranja de acridina (LA) e iodeto de
propidio (IP), apds a exposicao por 48 horas com a Clso (14 pg/mL) e metade (7
ug/mL) do EEP-Av, e o controle positivo doxorrubicina (2,5 uM). E possivel
observar diferencas entre a fluorescéncia e coloracdo das células dos grupos

tratados e o controle, caracterizando a presenca do processo de morte celular.
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Figura 14. Fotomicrografias representativas da avaliacdo de apoptose/necrose
do EEP-Av e DXR em células HCT 116, marcadas com laranja de acridina (LA)

e iodeto de propidio (IP) e observadas em microscopia confocal apds 48 h

Controle EEP-Av (7 pg/mL)

LA (488/550 nm)

IP (553/650 nm)

MRS

LA +IP
PIEY A 'g,{
”Q’.“":f:‘

® e

Legenda: Imagens obtidas por microscopia confocal de varredura a laser de células HCT 116
marcadas com laranja de acridina (LA) e iodeto de propidio (IP), apds a exposi¢cdo de 48 h ao
EEP-Av (14 e 7 yg/mL) e DXR (2,5 yM). Células vidveis foram coradas de verde claro, enquanto
gue as células em apoptose inicial revelaram nucleo verde brilhante de condensacédo de
cromatina. Células em apoptose tardia apresentaram dareas alaranjadas densas
(verde/vermelho), e as necroticas exibiram nlcleos vermelhos. Foram realizados trés
experimentos independentes em ftriplicatas.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 15, séo vistas alteracbes morfoldgicas nas células HCT 116
gue sao caracteristicas do processo de morte celular programada apoptose,
como a formacéao de blebs (ou bolhas) de membrana, a fragmentacao do material
genético e condensacao de cromatina. Esses aspectos séo visiveis tanto em

células tratadas com o extrato, quanto no controle positivo doxorrubicina.
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Figura 15. Fotomicrografias de microscopia confocal das alteracbes
morfolégicas do processo de morte apoptoética em células HCT 116, marcadas
com laranja de acridina (LA) e iodeto de propidio (IP) apds tratamento por 48 h
com EEP-Av e DXR

EEP-Av (14 pM) DXR (2,5 pM)

Legenda: Imagens obtidas por microscopia confocal de varredura a laser de células HCT 116
marcadas com laranja de acridina (LA) e iodeto de propidio (IP), ap6s a exposi¢éo de 48 h ao
EEP-Av (14 e 7 yg/mL) e DXR (2,5 uM). As setas vermelhas apontam a formacéo de blebs de
membrana, enquanto que as setas amarelas e azuis mostram a fragmentacdo de DNA e a
condensacgdo de cromatina, respectivamente.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 16 demonstra o percentual de células HCT 116 em diferentes
estagios (viaveis, apoptose inicial, tardia e necrose) apds o tratamento por 48 h
com a Clso (14 pg/mL) do EEP-Av e 2,5 uM do controle positivo DXR, a partir da
marcacgado com LA e IP.

Foi indicado que a incubacdo com 7 pg/mL e 14 uyg/mL aumentaram
significativamente o percentual de células em apoptose inicial de 1,95 + 0,5% do
controle, para 72,33 = 3,45% e 27,39 * 4,46% (p < 0,05), respectivamente,
enquanto que DXR elevou para 46,19 + 10,25% (p < 0,05). O nimero de células
em apoptose tardia também aumentou significativamente de 0,00 + 0,00%, do
grupo controle, para 26,41 + 3,51 e 71,44 + 4,49% (p < 0,05), respectivamente.
Nesse estagio, DXR também elevou a porcentagem para 34,91 + 5,37% (p <
0,05).
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A taxa de células em necrose para ambas concentracfes do EEP-Av foi
de 1,14 + 0,17% e 1,06 = 0,16%, respectivamente, ndo havendo aumento
significativo em relagéo ao controle (0,19 + 0,19%, p < 0,05). Em contrapartida,

DXR apresentou aumento significativo de 18,89 + 5,45% (p < 0,05).

Figura 16. Percentual de células HCT 116 marcadas com laranja de acridina
(LA) e iodeto de propidio (IP) em diferentes estdgios morfologicos apos
tratamento por 48 h com EEP-Av e DXR
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Viaveis Apoptose inicial Apoptose tardia Necrose

Legenda: Taxas de células HCT 116 coradas com laranja de acridina (LA) e iodeto de propidio
(IP) distribuidas em estagios morfolégicos como viaveis, apoptose inicial, apoptose tardia e
necrose. Os dados foram expressos como meédia + erro padrdo da média (EPM) de trés
experimentos independentes em triplicatas, analisados por Analise de Variancia (ANOVA) one
way seguido pelo teste estatistico Tukey. Letras diferentes denotam diferencas significativas
entre 0s grupos experimentais de cada condic¢éo (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4 Alteragdes nucleares promovidas por EEP-Av em HCT 116 coradas com
Hoechst 34580

Na Figura 17 é representado a fluorescéncia azul emitida pelas células
tratadas (EEP-Av e DXR) e nédo tratadas, ap0s a marcacdo com a sonda
fluorescente Hoechst 34580. Nos grupos tratados foram identificadas
anormalidades no nudcleo celular que sao indicadores de apoptose, como
condensacdao da cromatina e picnose nuclear, quando comparado com o

controle (n&o tratado).
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Figura 17. Fotomicrografias representativas das alteracées nucleares induzidas
por EEP-Av e DXR em células HCT 116, marcadas com Hoechst 34580 e
observadas em microscopia confocal apos 48 h

Controle EEP-Av (7 yg/mL)  EEP-Av (14 pg/mL) DXR (2,5 pM)

BF Hoechst

Combinado

Legenda: As células HCT 116 foram tratadas por 48 h com EEP-Av (14 e 7 yg/mL) e DXR (2,5
puM), sendo entédo coradas com Hoechst 34580. A andlise foi realizada por microscopia confocal
a laser, utilizando um laser de 405 nm e registrando a emisséo na faixa de 410-600 nm. Foram
realizados trés experimentos independentes em triplicatas.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os grupos de células tratadas com a Clso (14 pg/mL) e metade (7 pg/mL)
tiveram um aumento significativo no percentual da intensidade de fluorescéncia,
de 100,0 % 9,14% do grupo controle para 239,5 + 14,81% e 212,0 + 10,06% (p <
0,05), respectivamente. O controle positivo DXR também aumentou
significativamente para 150,9 + 12,45% (p < 0,05) (Figura 18).
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Figura 18. Percentual de fluorescéncia de células HCT 116 apos 48 h de

exposicdo ao EEP-Av e DXR e marcadas com Hoechst 34580
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Legenda: Percentual de células HCT 116 marcadas com Hoechst 34580. Os dados foram
expressos como média + erro padrdo da média (EPM) de trés experimentos independentes em
triplicatas, analisados por Analise de Variancia (ANOVA) one way seguido pelo teste estatistico
Dunnet. *: p < 0,05 comparado com o grupo controle (ndo tratado).

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5 Efeito do EEP-Av no potencial de membrana mitocondrial de células
HCT 116 marcadas com JC-1

Na Figura 19, observam-se fotomicrografias de microscopia confocal a
laser do ensaio JC-1 em células HCT 116. Nota-se que a fluorescéncia vermelha
de moléculas agregadas de JC-1 foi mais intensa que a verde (forma livre),
indicando a presenca de mitocondrias viaveis com alta polarizacéo, observadas
em maior grau no grupo controle. Adicionalmente, identificou-se um aumento na
fluorescéncia verde e uma diminui¢ao na fluorescéncia vermelha nos grupos de
tratamento com o EEP-Av e o controle positivo CCCP (cianeto de carbonila 3-
clorofenilhidrazona), sugerindo que as células perderam o potencial de

membrana mitocondrial e que acumularam o JC-1 em sua forma monomérica.
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Figura 19. Fotomicrografias representativas da avaliacdo do potencial de
membrana mitocondrial de células HCT 116 tratadas com EEP-Av e CCCP por

48 h e marcadas com JC-1

Controle EEP-Av (7 pg/mL)

" “,, » ~_}~* [ A
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Legenda: As células HCT 116 foram tratadas por 48 h com EEP-Av (14 e 7 pg/mL) e CCCP (50
MM) como controle positivo, sendo entdo marcadas com JC-1. A analise foi realizada por
microscopia confocal a laser, utilizando um laser de 488 nm e registrando a emissédo na faixa de
520-542 e 580-614 nm. Foram realizados trés experimentos independentes em triplicatas.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 20 expressa de forma quantitativa a razdo entre as moléculas
agregadas de JC-1 (F1) e as moléculas em sua forma livre (FO), apds a
exposicdo por 48 h ao EEP-Av (14 e 7 ug/mL) e ao controle positivo CCCP (50
MM). A razéo para o controle foi de 2,43 £ 0,16, que reduziu significativamente
(p < 0,05) para 0,31 £ 0,02 (7 pg/mL), 0,23 + 0,01 (14 pg/mL) e 0,34 = 0,02
(CCCP) nos grupos de tratamento. N&o houve diferencas estatisticas
significativas entre os grupos de tratamento com o extrato ou com 0 controle

positivo.
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Figura 20. Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial de células HCT

116 apos 48 h de exposigdo ao EEP-Av e CCCP e marcagédo com JC-1
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Legenda: Razéo de fluorescéncia entre JC-1 agregado (F1)/JC-1 livre (F0). Os dados foram

expressos como média + erro padrdo da média (EPM) de trés experimentos independentes em
triplicatas, analisados por Andlise de Variancia (ANOVA) one way seguido pelo teste estatistico
Dunnet. *: p < 0,05 comparado com o grupo controle (ndo tratado).

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.6 Citotoxicidade por estresse oxidativo induzido por EEP-Av e DXR em

células HCT 116 na presenca ou auséncia de NAC

De acordo com a Figura 21, no grupo experimental com auséncia de N-
acetilcisteina (NAC) a viabilidade celular foi reduzida, apés 48 h, de 99,99 +
2,29% do grupo controle para 65,89 + 4,42% (7 pg/mL) e 57,46 = 3,12% (14
pg/mL) (p < 0,05) nos grupos de tratamento com o EEP-Av. A Clso de DXR em
(4,5 pM) apresentou 53,95 + 3,74% (p < 0,05) de viabilidade. N&o houve
diferencas estatisticas significativas entre os grupos de tratamento com EEP-Av
e DXR. Por outro lado, no grupo experimental com a presenca de NAC, o
percentual de viabilidade do grupo controle foi de 134,4 + 1,98%, reduzido a
111,7 + 3,39%, 98,22 + 4,53% e 114,7 + 3,79% (p < 0,05) para EEP-Av (7 e 14
pg/mL) e DXR, respectivamente.

Em comparacéo com as duas formas experimentais, o grupo pré-tratado
com NAC por 3h, preveniu significativamente (p < 0,05) a morte celular nos
grupos de tratamento, com diferencas de viabilidade celular de 40,76%, 45,82%

e 60,72% para 14 pg/mL, 7 pyg/mL e DXR, respectivamente.
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Figura 21. Citotoxicidade do EEP-Av em células HCT 116 ap0s 48 h de
tratamento com EEP-Av e DXR, na auséncia ou presenca de N-acetilcisteina
(NAC)
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Legenda: Viabilidade celular (%) da linhagem celular de adenocarcinoma colorretal humano
(HCT 116) ap0s 48 h de incubagao com EEP-Av (14 e 7 ug/mL) e DXR (4,5 uM). Os dados foram
expressos como média * erro padrdao da média (EPM) de trés experimentos independentes em
triplicatas, analisados por Analise de Variancia (ANOVA) one way seguido pelo teste estatistico
Tukey. *: p < 0,05 quando comparado com o controle de seu respectivo grupo; #: p < 0,05 quando
comparado o grupo sem NAC e com NAC.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

A etnofarmacologia é fundamental na descoberta de novos farmacos,
dado que o uso de muitas substancias bioativas atuais sdo provenientes dos
saberes tradicionais de manipulacdo de produtos naturais (Marrelli, 2021).

Os efeitos terapéuticos provenientes de extratos, 6leos vegetais e fracoes
obtidas de plantas medicinais sdo associados as substancias organicas bioativas
denominadas de metabdlitos secundarios, componentes da constituicdo
fitoquimica (Li et al., 2020). Diferentes extratos da espécie A. vepretorum sao
compostos por distintas classes de metabolitos secundarios, como flavonoides,
terpenos, alcaloides, antocianinas, naftoquinonas, esteroides, polifendis, taninos
e saponinas (Diniz et al., 2013; Araujo et al., 2017).

O grupo de pesquisa que cedeu o extrato éter de petroleo das cascas do
caule de A. vepretorum, objeto de estudo deste trabalho, realizou a
caracterizagdo quimica de um exemplar coletado na mesma localizagdo da
cidade de Poco Redondo, Sergipe, Brasil. Foram encontrados diterpenos ent-
caurano, destacando-se o inédito ent-3B-hidroxi-caur-16-en-19-al, além de
outros diterpenos conhecidos como o majoritario do extrato ent-33-hidroxi-caur-
16-eno. A citotoxicidade dos diterpenos foi avaliada em células de leucemia
mielocitica crbnica humana (K562), leucemia promielocitica humana (HL-60),
carcinoma hepatocelular humano (HepG2) e melanoma de camundongo (B16-
F10), sendo o ent-kaurano inédito o composto mais ativo contra células K562
(Clso: 8,24 uM) (Dutra et al., 2014a; Costa et al., 2020).

Apesar dos efeitos isolados dessas substancias, a literatura reporta que
interacfes sinérgicas entre varios componentes presentes em um extrato
possuem beneficios por torna-lo mais eficaz no tratamento de doencas (Caesar;
Cech, 2019).

Adicionalmente, uma abordagem alternativa do emprego de produtos
naturais com efeito antitumoral € a exploracdo do sinergismo com drogas usuais
na clinica, visando aumentar especificidade, eficacia e reduzir a toxicidade,
reforcando a importancia da exploragcdo e versatilidade dessa classe de
compostos (Surek et al., 2021; Liang et al., 2021; Zhao et al., 2023).

Vislumbrando o potencial farmacoldgico, o presente trabalho se prop6s a

avaliar o efeito antitumoral in vitro do extrato éter de petrdleo obtido das cascas
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do caule de Annona vepretorum Mart. (EEP-Av). Neste sentido, a investigagéo
iniciou-se com a realizacdo de uma triagem farmacoldgica em linhagens de
células tumorais humanas, no periodo maximo de incubagdo de 72 horas,
objetivando, a principio, identificar o tipo celular mais sensivel a droga. Para isso,
foi executado o teste colorimétrico de viabilidade celular com o brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2- il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT), que avalia a capacidade de
sobrevivéncia e fungbes mitocondriais ap0s exposicdo a uma substancia
(Ghasemi et al., 2021).

Os dados percentuais de reducéo da viabilidade celular mostraram que, a
partir de 25 pg/mL, o EEP-Av foi mais citotoxico em células HCT 116, seguida
por HT-29, SK-MEL-28, MCF-7 e LoVo. Na maior concentracéo testada (100
pg/mL), o efeito maximo foi observado apenas nas linhagens de cancer colorretal
(CCR) HCT 116, HT-29 e LoVo. Diante desses resultados, sugeriu-se maior
sensibilidade das células de CCR ao composto.

Esses resultados corroboram com os dados de Almeida e colaboradores
(2014), que demonstraram que 50 pg/mL do extrato etandlico e cloroférmico das
folhas de Annona vepretorum, promoveram inibicdo de 100% do crescimento
celular em 72 h na linhagem de adenocarcinoma colorretal humano HCT 116,
além de uma reducédo da viabilidade celular de 94,95% pelo extrato hexanico.

De forma semelhante, outro grupo de pesquisa mensurou a inibicdo da
proliferacdo em células HCT 116 utilizando 50 pg/mL de varios extratos obtidos
também das folhas da planta. Apds 72 h, o extrato metandlico (98,16 + 0,92%),
cloroférmico (74,28 = 0,25%) e hexanico (56,04 + 21,00%) foram os que
apresentaram maior inibicdo do crescimento celular, seguidos pelo extrato
hexanico bruto (29,96 + 1,60%), acetato de etila (17,87 + 6,45%) e 0 aquoso
(9,52 + 11,68%) (Silva et al., 2017).

Apenas em 2022 o cancer de coélon e/ou reto, também denominado de
cancer colorretal, foi o terceiro tipo da doenca mais diagnosticada no mundo.
Com mais de 2 milhdes de novos casos e quase 1 milhdo de mortes, ocupou 0
segundo lugar entre os tipos de cancer com maior taxa de mortalidade (Bray et
al., 2024). Aliado a isso, a terapia do CCR enfrenta desafios significativos devido
a problemas de eficacia, resisténcia aos medicamentos e efeitos adversos, o que
estimula a busca por novos tratamentos (Van Den Boogaard; Komninos; Vermeij,
2022).
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Em vista disso, a partir da hipotese de maior sensibilidade as células de
CCR, foram realizadas curvas de concentragdo-resposta do EEP-Av em trés
linhagens diferentes (HCT 116, HT-29 e LoVo) ao longo de 72 h de tratamento,
objetivando escolher a mais sensivel para dar prosseguimento aos experimentos
e ter uma avaliagcdo mais ampla da eficacia do composto em relagcéo a esse tipo
de cancer.

As diferengas fenotipicas entre essas células fundamentam o uso
concomitante para a exploracdo da atividade do composto. A linhagem de
células imortalizadas de adenocarcinoma de co6lon humano, HT-29, possui
mutacdo ativadora no oncogene BRAF que confere resisténcia aos
quimioterapicos. A ocorréncia de superexpressao da proteina p53 (Tamura et
al., 2023) é encontrada tanto em HT-29 quanto na linhagem de adenocarcinoma
de colon metastatico para linfonodos, LoVo, que, por sua vez, apresenta
mutac&o no oncogene KRAS (Wang et al., 2023).

As células derivadas de carcinoma de c6lon humano, HCT 116, possuem
mutacdo no gene homologo humano da proteina MutL 1 (hMLH1), o que
compromete o reparo de danos no DNA resultando em instabilidade de
microssatélites (MSI) (Koi et al., 1994). Adicionalmente, essas células contém
mutacOes deletérias no gene supressor de tumor TP53 (p53) e ativadoras no
oncogene KRAS, comum em 40-45% dos casos de CCR (Ruffinelli et al., 2021;
Kealey et al., 2022).

A proteina KRAS esté envolvida em ativagdo constitutiva da sinalizacdo
proliferativa MAPK/ERK, o que torna as células cancerigenas independentes de
outras vias para o crescimento. Portanto, casos de CCR com mutacdes
amplificadoras desse oncogene sdo associados a resisténcia as terapias anti-
EGFR, como o cetuximabe e panitumumabe, tornando linhagens celulares com
essas mutacdes importantes para pesquisas, devido as limitagcdes na terapéutica
(Adachi-Fernandez et al., 2023).

Os resultados da avaliacdo citotoxica do EEP-Av nessas células
mostraram que o composto induziu efeito significativo em todas as linhagens,
com atividade mais expressiva em HCT 116. Para uma analise mais detalhada
da citotoxicidade do extrato nessa linhagem, a viabilidade celular foi enté&o

avaliada em outros tempos de exposicdo (24 e 48 horas).

81



A andlise das curvas concentracdo-resposta dos diferentes tempos de
incubacdo em HCT 116, revelou que ocorreu intensificacdo da resposta
farmacoldgica com o aumento na concentracdo do composto em todos 0s
periodos de tratamento, evidenciando relacdo de dependéncia de concentracao.
Adicionalmente, foi observado que o tempo influencia diretamente na acao
citotdéxica encontrada, uma vez que é preciso de um periodo maior para se
observar um efeito completo, demonstrando também dependéncia de tempo.

Contudo, foi encontrado um efeito semelhante entre as curvas de 48 e 72
h, que praticamente se sobrepdem em concentracdes inferiores a 50 pyg/mL, com
maior variacdo apenas a partir de 100 ug/mL. Esses achados sugerem que, apos
um certo periodo, o EEP-Av atinge o efeito maximo, indicando que as células
podem ter respondido de maneira semelhante a essas duas exposicfes. Isso
pressupfe que em 48 h a droga pode ja ter atingido a maioria dos efeitos
possiveis, e a adicdo de mais 24 h pode nao ter resultado em alteracdes
significativas nesta acéo, exceto na concentragdo mais alta. Isso corrobora com
a similaridade entre os valores de Clso.

Consequentemente, a linhagem HCT 116 foi a escolhida para dar
continuidade a investigacdo da atividade antitumoral do extrato. Igualmente, a
Clso obtida no tempo de tratamento de 48 h (14,66 = 3,49 pg/mL), e a metade (7
pug/mL), foi selecionada para os experimentos subsequentes, considerando que
ndo houve variacdo relevante em relacdo a Clsode 72 h (15,49 + 2,28 ug/mL),
tendo em vista também o objetivo de identificar apenas os processos que levam
a inducdo de morte celular.

Na literatura cientifica foi reportado que outras espécies do género
Annona também apresentaram efeitos antitumorais contra as mesmas linhagens
celulares de CCR investigadas neste trabalho. Rao et al. (2024) apontaram que,
apos 48 h, a fracdo éter de petréleo das folhas de Annona reticulata obteve Clso
de 29,07 pg/mL em HCT 116. Outro exemplo € o extrato acetato de etila das
folhnas de Annona muricata com proeminente atividade antineoplasica em HCT
116 (Clso: 11,43 pg/mL) e HT-29 (Clso: 8,98 pg/mL) apéds 24 h (Moghadamtousi
et al., 2014).

Apesar da resseccao cirurgica ser a principal modalidade de tratamento
do CCR em estagio inicial, a quimioterapia € um dos métodos terapéuticos mais

utilizados, seja como primeira linha ou associada a outras técnicas, incluindo a
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cirurgia (Krasteva; Georgieva, 2022). Essa terapia sistémica é recomendada
para pacientes que ndo podem ser submetidos a cirurgia, e em especial em
guadros de metastase e recorréncia (Hossain et al., 2022).

No entanto, a quimioterapia apresenta desvantagens devido a sua
inespecificidade as células cancerigenas (Zeien et al., 2022). De modo geral,
esses agentes citotoxicos induzem morte em células com altas taxas
proliferativas, o que inclui, além das células neoplasicas, as sadias de tecidos
como a medula éssea, os foliculos pilosos e a mucosa gastrointestinal,
resultando em efeitos adversos como mielossupressdo, alopecia, nauseas,
vomitos e diarreia (Sun et al., 2021). Apesar de reduzir o volume da massa
tumoral e aumentar a expectativa de vida, a toxicidade produzida pelas drogas
da clinica oncoldgica atual impacta na qualidade de vida e adeséo ao tratamento
(Lewandowska et al., 2020). Assim, o desenvolvimento de novos medicamentos
com maior seletividade torna-se vital.

O indice de seletividade (IS) € um parametro farmacolégico que auxilia no
entendimento sobre a capacidade de uma substancia em agir especificamente
sobre células alvo, ao comparar os valores de Clso. Se o valor de IS for maior
que 1 significa maior seletividade em células cancerigenas, enquanto que abaixo
de 1 representa maior toxicidade em células sadias (Lica et al., 2021).

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, observou-se que,
apos 72 h de incubacdo, o EEP-Av apresentou maior seletividade (IS > 1) em
células tumorais HCT 116 (5,0), seguida por HT-29 (4,4) e LoVo (1,65), indicando
uma menor toxicidade relativa em células saudaveis de queratinécitos humanos
(HaCaT). Ainda em HCT 116, o extrato apresentou o valor mais elevado de IS
em 48 h (5,84), em comparacdo com o encontrado no periodo maximo de
tratamento. Esse achado contribui na justificativa do uso desse tempo e de sua
Clso para 0s experimentos posteriores.

Em comparacdo, no tempo de 48 h de tratamento, a droga padrao
doxorrubicina (DXR) apresentou um IS abaixo de 1 (0,14), indicando que foi mais
citotoxico em células sadias HaCaT do que em células cancerigenas. A
doxorrubicina é frequentemente empregada para pesquisas laboratoriais in vitro
como controle positivo, incluindo em investigacdes relacionadas ao cancer

colorretal. Isso se deve as suas propriedades anticancerigenas bem
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estabelecidas e documentadas, com ampla participacdo em vias de sinalizacdes
importantes para o estudo do cancer (Duarte et al., 2022; Lei et al., 2023).

A DXR é um agente antineoplasico da classe das antraciclinas, indutor de
danos no DNA e inibidor de enzimas topoisomerases Il. E utilizada no tratamento
de carcinomas, sarcomas e canceres hematolégicos, e apresenta inUmeros
efeitos adversos como a cardiotoxicidade (Kciuk et al., 2023). A toxicidade de
drogas de ampla utilizag&o clinica, como a doxorrubicina e o 5-fluorouracil, € uma
propriedade inerente dos agentes citotoxicos (Van Den Boogaard; Komninos;
Vermeij, 2022; Zeien et al., 2022).

Nesse contexto, a avaliagdo de novos compostos com potencial
antitumoral torna-se essencial, especialmente no que tange a sua influéncia
sobre a proliferacéo celular. Esse processo, que reflete o crescimento celular, é
caracterizado pela habilidade das células em se multiplicar. Esse foi outro efeito
avaliado do EEP-Av por meio do ensaio de clonogenicidade, que mede a
capacidade de uma Unica célula em se proliferar e formar uma col6nia (acima de
50 células) apd6s exposicao a drogas, considerando possiveis danos reversiveis
e o crescimento de células resistentes ao tratamento (Adan; Kiraz; Baran, 2016;
Bravo-San Pedro, et al., 2021).

Observou-se que, apos 48 h de exposicdo e uma semana de crescimento,
os grupos com a Clso (14 pg/mL), e a metade desse valor (7 ug/mL), do EEP-Av
reduziram significativamente a formacéo de colénias de HCT 116, indicando,
portanto, um efeito antiproliferativo do extrato. Resultados similares também
foram encontrados com o extrato das partes aéreas de Annona muricata, que
reduziu a formacao de colbnias de maneira dependente de concentracdo em
células de cancer de pele UW-BCC1 (carcinoma basocelular) e A431 (carcinoma
epidermdide) (Chamcheu et al., 2018).

Além da inibicdo da proliferacéo celular, outros mecanismos antitumorais
podem ser ativados por produtos naturais, incluindo a apoptose e o estresse
oxidativo (Ali Abdalla et al., 2022). Dessa forma, o tipo de morte celular foi o
primeiro mecanismo avaliado do EEP-Av, por meio da marcacgéo de células com
os fluoroforos laranja de acridina (LA) e iodeto de propidio (IP), os quais
diferenciam células viaveis daquelas em apoptose inicial ou tardia, e em necrose,
com base na cor de fluorescéncia emitida (Gao et al., 2020). Esse ensaio

permite, de modo geral, a visualizacdo da morfologia das células expostas ao
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EEP-Av, observadas por meio de microscopia confocal de varredura a laser
(Renvoize et al., 1998).

A partir do estudo de morte celular com LA/IP, verificou-se que, apos 48
h, o tratamento com a Clso (14 pg/mL) do EEP-Av levou a um aumento
significativo no percentual de células em apoptose tardia, enquanto a metade
dessa concentracdo (7 ug/mL) aumentou o percentual de células em apoptose
inicial. Estes resultados foram semelhantes aqueles vistos com o controle
positivo DXR. Porém, foi constatado que a DXR induziu necrose significativa, o
que ndo ocorreu no tratamento com o extrato.

Além disso, foram identificadas caracteristicas morfolégicas classicas de
apoptose em células tratadas com o extrato e a DXR, como a formacéao de blebs
(ou bolhas) de membrana, a fragmentacdo do material genético e condensacao
de cromatina (Westman; Grinstein; Marques, 2020; Das et al., 2021; Park et al.,
2023).

Na literatura cientifica ndo é encontrado estudos que tenham proposto o
mecanismo antitumoral de extratos de A. vepretorum. Em contrapartida, Bomfim
e colaboradores (2016) relataram que o 6leo essencial obtido das folhas de A.
vepretorum induziu apoptose em células B16-F10 (melanoma murino). Em
adicdo, o efeito pro-apoptético foi descrito em derivados vegetais de outras
espécies do género, como no extrato etandlico das folhas de A. cherimola em
células MonoMAC-1 (leucemia mielomonocitica crénica) (Ammoury et al., 2019);
e na particdo hexanica do extrato bruto de A. crassiflora Mart. em células SiHa
(cancer cervical), que ativou a via intrinseca da apoptose (Silva et al., 2019).

Em suma, a apoptose € um tipo de morte celular rigorosamente controlada
gue mantém a homeostase, mas a sua desregulacdo pode ocasionar o
desenvolvimento do cancer, entre outras doencas. Os agentes quimioterapicos,
incluindo os produtos naturais, estimulam esse processo vantajosamente para
erradicar células cancerigenas, uma vez que esse processo é suprimido nessas
células (Carneiro; El-Deiry, 2020; Das et al., 2021). Entre os principais eventos
morfolodgicos caracteristicos de apoptose estdo os danos no material genético,
como a condensacdo de cromatina (picnose) e fragmentacdo do nucleo
(cariorrexe) (Park et al., 2023).

Considerando isso, para confirmar as alteragbes nucleares envolvidas

com a apoptose, foi utilizado o corante intercalador de DNA Hoechst 34580 em
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células HCT 116 tratadas com o EEP-Av e analisadas por microscopia confocal.
Constatou-se um aumento significativo da fluorescéncia nos grupos de
tratamento em relagéo ao controle (ndo tratado), confirmando a presenca dos
eventos danosos no DNA envolvidos com a morte celular, comuns em drogas
antitumorais.

Aditivamente, a mitocondria € a principal organela geradora de energia
das células, abrigando moléculas como o citocromo C e fatores apoptogénicos
que, apods a sua liberacdo, propagam vias de morte celular como a apoptose.
Essa liberacdo ocorre majoritariamente pela ativacdo da via intrinseca da
apoptose, estimulada por danos no DNA e estresse metabdlico. O impacto dessa
ativacao é refletido no evento irreversivel de formacdo de poros na bicamada
lipidica dessa organela, que leva a perda do potencial de membrana mitocondrial
(AWm), a partir da oligomerizagao das proteinas pro-apoptéticas BAX e BAK,
resultando na permeabilizagdo da membrana externa mitocondrial (PMEM) e na
consequente liberacdo dos segundos mensageiros (Jezek; Cooper; Strich, 2021;
Yuan; Ofengeim, 2024).

Para realizar uma analise mais aprofundada do efeito indutivo de
apoptose pelo EEP-Av, buscou-se avaliar a possivel modulacdo no potencial de
membrana mitocondrial. Esse potencial € um indicador do estado da funcéo,
caracterizado por diferenca de potencial elétrico gerado pela cadeira respiratoria
entre as membranas dessa organela. Se o AWm esta elevado, € indicativo de
mitocondrias saudaveis. Porém se esse indicador cai, é resultado de disfuncéo
mitocondrial como resposta a danos e estresse. Essas alteragcbes sédo
constantemente vistas em casos de estresse oxidativo (Jezek; Cooper; Strich,
2021; Morse et al., 2024).

Para essa investigacao foi utilizado o corante cationico fluorescente
5,5',6,6'-tetraquilbenzimidazolilcarbocianina iodeto (JC-1), uma sonda lipofilica
gue se acumula dentro das mitocondrias formando agregados (fluorescéncia
vermelha) quando o AWm estd elevado, indicando células saudaveis. Em
contraste, em células com AWm baixo o JC-1 permanece na forma monomérica
(fluorescéncia verde) (Smiley et al., 1991).

A partir dos dados obtidos por este estudo, a razéo entre as fluorescéncias
vermelha/verde indicou que o tratamento com o EEP-Av desviou a razéo para o

verde de JC-1, diminuindo-a, de forma semelhante ao controle positivo CCCP
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(cianeto de carbonila 3-clorofenilhidrazona), um indutor de perda do AWYm. Pode-
se inferir que o extrato diminuiu o potencial de membrana mitocondrial em células
de céncer colorretal HCT 116, indicando participacdo na via intrinseca da
apoptose.

Dando continuidade a elucidacdo do mecanismo antineoplasico, analisou-
se a atuacao do extrato no estado redox das células HCT 116. Fisiologicamente,
a magquinaria metabdlica das mitocdndrias produz as espécies reativas de
oxigénio (ERO) que, em niveis basais, contribuem para sinalizacdo intra e
extracelular relacionadas com a proliferacdo, diferenciacdo e morte celular
(Manoharan et al., 2024). Estes sdo regulados por meio de um sistema
antioxidante que impede o acumulo exacerbado, colaborando para o equilibrio
redox (Jelic et al., 2021).

O aumento excessivo na producao desses radicais livres, que é associado
a disfuncdo mitocondrial, desregula esse equilibrio ocasionando o estresse
oxidativo que, diante de varios papéis, participam da tumorigénese (Hayes;
DinkovaKostova, 2020). Na funcdo promotora de tumor, ativam vias de
sobrevivéncia e proliferacdo de células mutadas, auxiliam na progressao
metastatica e causam danos no DNA, promovendo novas mutacdes e
instabilidade genémica (Hernansanz-Agustin; Enriquez, 2021).

No cancer colorretal, a deplecéo de TP53 e mutacdo no oncogene KRAS
sdo cooperativas para a formacdo da massa tumoral, remodelando o
metabolismo energético que aumenta de forma direta e indireta os niveis de ERO
(Kealey et al., 2022). As células cancerigenas toleram essa elevacdo
aumentando o0s elementos antioxidantes. Essa adaptacdo redox causa
quimiorresisténcia até em medicamentos para o tratamento do CCR que
induzem estresse oxidativo, como o 5-FU e oxaliplatina. Isso acontece associado
a outros mecanismos como regulacéo de transportadores de efluxo de drogas,
instabilidade gendmica e inibicdo da apoptose, estimulados por concentracdes
aberrantes de ERO (Basak; Uddin; Hancock, 2020).

Por outro lado, a manipulacao do estado redox constitui uma abordagem
mecanistica seletiva para induzir morte celular, devido a vulnerabilidade das
células tumorais que carregam uma menor capacidade antioxidante,
metabolismo alterado e deficiéncia no sistema de reparo em comparacdo a

células sadias (Basak; Uddin; Hancock, 2020). A producdo excessiva desses

87



radicais livres por parte de drogas naturais e sintéticas pré-oxidantes, supera o
limiar que as células cancerigenas suportam chegando a niveis toxicos capazes
de induzir a apoptose, superando a resisténcia aos medicamentos (Ali et al.,
2024). Essa estratégia também € usada em radioterapia ionizante e na
imunoterapia (Zheng et al., 2023).

Dessa forma, a investigagéo da citotoxicidade do EEP-Av em células HCT
116 por possivel modulagdo do estresse oxidativo foi avaliada por meio do
ensaio do MTT, comparando a viabilidade celular de grupos com tratamento
prévio com a molécula antioxidante N-acetilcisteina (NAC), cuja finalidade &
prevenir 0 estresse oxidativo, e aqueles sem o tratamento com NAC. Os
resultados obtidos mostraram que, apos 48 h, os grupos de EEP-Av pré-tratados
com NAC obtiveram prevencao significativa da morte celular quando
comparados com 0s grupos sem o tratamento prévio, demonstrando assim que
0 extrato altera o estado redox das células ao exercer efeito pro-oxidante.

A estratégia de efeito pré-apoptético mediado por inducdo de estresse
oxidativo também foi visto no extrato acetato de etila das folhas de A. muricata,
o qual elevou a formacdo de ERO, diminuiu o potencial de membrana
mitocondrial, liberou o citocromo c e ativou enzimas caspases executoras da
apoptose em células HCT 116 e HT-29 (Moghadamtousi et al., 2014).

Considerando os resultados descritos neste trabalho, pode-se inferir que
0 extrato éter de petroleo de Annona vepretorum Mart. (Annonaceae) induz
significativa atividade anticancer em linhagem de cancer colorretal humano HCT
116, com mecanismos de acdo envolvendo a inducdo de apoptose e estresse
oxidativo, caracterizando um efeito pro-oxidante. Dessa forma, este trabalho
evidencia um novo derivado vegetal com potencial farmacolégico, o que subsidia
a realizacdo de novos estudos que busquem o aprofundamento mecanistico,
com o intuito de contribuir na descoberta de novos farmacos para o tratamento

do cancer.
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7 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que o extrato éter de petrdleo
das cascas do caule de Annona vepretorum Mart. (EEP-Av) induziu efeito
citotoxico proeminente em trés linhagens de células de cancer colorretal
humano: HCT 116 (adenocarcinoma colorretal), HT-29 (adenocarcinoma
colorretal) e LoVo (adenocarcinoma metastatico colorretal), com atividade mais
expressiva e dependente de tempo e de concentracdo em HCT 116. Foi
encontrado maior seletividade citotoxica nessas células em comparacdo com a
linhagem ndo tumoral HaCaT (queratindcitos humanos sadios), no qual
apresentou menor citotoxicidade, assim como também especificidade celular
superior ao controle positivo doxorrubicina.

Adicionalmente, na linhagem HCT 116, o EEP-Av induziu efeito
antiproliferativo e atividade antitumoral in vitro, possivelmente mediado por
modulacdo da via intrinseca da apoptose, ap0s a perda do potencial de
membrana mitocondrial, promocéo de estresse oxidativo e danos no material
genético. Contudo, sdo esperados novos estudos que aprofundem o mecanismo

antitumoral do extrato e de seus constituintes majoritarios.
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Figura 22. Mecanismo de acao do extrato éter de petroleo das cascas do caule

de Annona vepretorum Mart. (EEP-Av) em células HCT 116

&
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Nucleo

Legenda: O EEP-Av induz apoptose em células de adenocarcinoma colorretal humano (HCT
116) dependente do aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO), promovendo perda do
potencial na membrana mitocondrial e danos no material genético.

Fonte: Elaborado pelo autor.

8 PERSPECTIVAS

Diante da confirmacéo experimental da atividade citotoxica e antitumoral
do extrato éter de petr6leo de Annona vepretorum Mart., o presente trabalho
sugere continuidade a investigacdo dos mecanismos de acéo, visando a melhor
caracterizacdo e documentacéo do potencial farmacol6gico da planta.

Para isso, € proposto a investigacao sobre a regulacao do ciclo celular,
uma analise mais aprofundada da inducdo de morte celular por apoptose,
incluindo a avaliacdo da modulagéo de caspases, e 0 estudo da participacao de
vias de proliferacdo celular relacionadas a proteinas quinases ativadas por
mitdgenos (ERK, JNK e p38). Por fim, surge como perspectiva a investigacdo do

efeito antitumoral do EEP-Av em modelos in vivo de cancer colorretal.
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Potential In Vitro Antimelanoma Effect of the Essential Oil

from Croton grewioides Baill

Camyla Caroliny Neves de Andrade,” Ana Luiza de Oliveira Lopes,” Samia Sousa Duarte,”
Fatima de Lourdes Assuncio Araujo de Azevedo,”™ Paulo Bruno Araujo Loureiro,”

Geraldo Moisés Wanderley Amorim,”’ Adegildo Rolim de Abreu Junior,”

Marcelo Sobral da Silva,* ™ Josean Fechine Tavares,™® Sécrates dos Santos Golzio, ™!
Juan Carlos Ramos Goncalves,*®" and Marianna Vieira Sobral*? ®’

Cancer is a group of diseases characterized by uncontrolled cell
growth, invasive capacity, and metastatic potential. Despite the
continual progress in cancer treatment, high toxicity and
resistance to therapy remain recurring challenges. Croton
grewioides Baill. is a plant from the brazilian semi-arid region
with significant pharmacological potential due to its reported
antidiarrheal, antioxidant, and antitumor properties. This study
evaluated the antitumor activity of the essential oil from C.
grewioides leaves (CGEO) by in vitro assays. CJEO showed higher

Introduction

Cancer is a severe disease that originates from the accumulation
of numerous mutations in cells, leading to the development of
various characteristics that confer ability to survive and
proliferate uncontrollably."? Considered the second leading
cause of death globally, the disease accounts for more than
10 million deaths every year, according to estimates by the
World Health Organization (WHO).”!

Skin cancers, such as melanoma, arise from the disordered
proliferation of melanocytes, becoming one of the most lethal
forms of the disease.” Based on recent statistics made by the
Global Cancer Observatory, approximately 331.000 new cases of
melanoma were reported in 2022, with about 58.000 deaths
attributed to this disease.”’ In Brazil, the situation is concerning
due to the tropical climate and high exposure to ultraviolet
rays, factors that increase the risk of skin cancer.”’ In the same
year, nearly 2.000 deaths were caused by melanoma-type skin
cancer.”
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cytotoxicity in human melanoma cells (SK-MEL-28), with a 50%
inhibitory concentration (ICs,) of 70.0 ng/mL after 72 h, but with
low toxicity in healthy keratinocytes (HaCaT). Additionally, it
was suggested that the antitumor effect of CgEO is associated
with the induction of apoptosis, cell cycle alterations, and
combined antioxidant action mechanisms. In conclusion, CJEO
exhibits antitumor activity with lower toxicity in non-tumor
cells.

Among the various therapies available for cancer treatment,
chemotherapy is the most commonly used, as it aims to induce
cytotoxicity in tumor cells.®’ However, this treatment has
limitations, including high systemic toxicity and the potential
for tumor cells to develop resistance. These limitations motivate
the search for new, more effective, and less toxic therapies.*'®

Approximately 60% of the drugs available for clinical cancer
treatment are natural products or their derivatives."" Thus,
natural products, especially plant species, have attracted
attention as potential sources for new cancer treatments.™ In
Brazil, which has the world’s highest plant biodiversity, with
about 20% of all species on the planet, represents a rich source
for exploration. However, it is estimated that only 10% of this
diversity has been adequately studied."*’ Therefore, the inves-
tigation of natural products, particularly plant derivatives, is a
promising area for the development of innovative therapies."

The genus Croton, one of the most studied within the
Euphorbiaceae family and belonging to the Crotonoideae
subfamily, comprises about 1,300 species. It holds significant
importance in Brazilian flora, with approximately 300 species.”
Several species of the genus Croton are characterized by the
production of essential oils, most of which are rich in mono and
sesquiterpenes. On the other hand, some species such as C.
zehntneri and C. grewioides are mainly composed of
phenylpropanoids."®

The species Croton grewioides Baill. is found in all states of
the Northeast region of Brazil, particularly in semi-arid regions.
It is popularly known as “canelinha,” “caatinga de cheiro,” or
“canelinha-de-cheiro” due to the cinnamon-like scent exuded
from its leaves."*! Previous studies have demonstrated antidiar-
rheal activity of the crude ethanolic extract of the aerial parts of
C. grewioides"” antimicrobial activity of the essential oils from

© 2024 Wiley-VHCA AG, Zurich, Switzerland

111



BioNanoScience (2024) 14:2829-2841
https://doi.org/10.1007/512668-024-01557-z

RESEARCH t')

Check for
updates

Synthesis of Polyglycerol/PolyCaprolactone Nanocopolymers
as Innovative Architectures for Drug Delivery

Diego Botelho Campelo Leite?® . Edmilson Miranda de Moura'® . Edvani Curti Muniz' © .
Edson Cavalcanti da Silva Filho'@ - Anderson Nogueira Mendes®® - Livia Alves Filgueiras®® -
Adegildo Rolim de Abreu Junior*® . Juan Carlos Ramos Gongalves*® . Karinne Kelly Gadelha Marques*® -

»

Marianna Vieira Sobral® - André Luis Menezes Carvalho®® - Carla Verdnica Rodarte de Moura'®

Accepted: 20 July 2024 / Published online: 12 August 2024
© The Author(s), under exclusive licence to Springer Science+Business Media, LLC, part of Springer Nature 2024

Abstract

Nanoparticles represent an innovative class of drug delivery systems that have gained increasing interest in nanotechnology
applied to medicine. This study focused on the development of two Polyglycerol/PolyCaprolactone Nanocopolymers to be
able to carry pharmaceuticals. The copolymers were characterized by FTIR, NMR, TG, DSC, MALDI, SEM, and DLS
techniques. Two monomer initiators (glycerol and 1,1,1-tris(hydroxymethyl)propane) have been used, and the polymerization
was obtained by anionic ring-opening polymerization of the glycerol carbonate, with CO, liberation leading to a branched
polyether. The hyperbranched polymer was employed as a macroinitiator to initiate the ring-opening polymerization of
e-caprolactone, resulting in the multiarm star copolymers. The structures for the nanocopolymers were proposed based on
nuclear magnetic resonance results. Hemolytic studies revealed that the copolymers do not have hemolytic activity. The
copolymers were tested for safety against human cells and toxicity in cancer cells. The tests indicated that they are safe for
in vivo applications and do not have anti-cancer efficiency, corroborating their purpose as a polymeric support for drug
delivery.

Keywords Polyglycerol - PolyCaprolactone - Nanocopolymers - Drug delivery
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Several drug release studies are continuously carried out to minimize pharmacological limitations, such as
Copolymers insolubility in water and gastrointestinal irritability. This study focused on the development of gels for the
Drug carrier administration of amphotericin-B (AmB) for the of leist iasis. Two gels were prepared

Amphotericin-B
Leishmaniasis
Poloxamer-407
Nanoparticles

from copolymers (polyglycerol and e-caprolactone) incorporated with AmB. The gels were characterized by FTIR,
NMR, TG, and DSC techniques. The incorporation of AmB into the copolymers showed that the medicine
remained in the monomeric form, which is the least toxic. The AmB loading presented values of about 31 % (w:
w) for TMP-HPG-PCL and for GLY-HPG-PCL, while the encapsulation efficiency was 93 % for both copolymers.
According to the release profile, it is observed that, after 48 h, the percentage of AmB released for pure
amphotericin, TMP-HPG-PCL-AmB, and GLY-HPG-PCL-AmB were 100 % + 6 %, 100 % + 1.5 %, and 47 % + 13,
respectively. Hemolytic study, Cytotoxic Evaluation showed that TMP-HPG-PCL and GLY-HPG-PCL were not
toxic to both cell lines (HaCat and MCF-7). These results suggest that the copolymers are safe for in vivo ap-
plications being able to act as a drug carrier that have low water solubility corroborating their purpose of
polymeric support in the transport of drugs. TMP-HPG-PCL-POL-AmB and for GLY-HPG-PCL-HPG-POL-AmB were
used in female mice (BALB/c) infected with Leishmania major foremost for 40 days, and it was found that in
animals treated with the gel/copolymer/AmB, there was a reduction in the number of parasites of around 70 %.
Histopathological studies showed the presence of small intralobular granulomas and moderate Kupffer cell hy-
pertrophy/hyperplasia. The results show that the TMP-HPG-PCL-POL-AmB and for GLY-HPG-PCL-HPG-POL-AmB
efficiently bats ¢ leist jasi

1. Introduction an annual incidence of >2 million new cases/year and 350 million
people at risk in >100 countries [1,2]. One of the variations of this
Leishmaniasis is one of the leading causes of disease and death, with disease is cutaneous leishmaniasis (CL), which is defined by the presence
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Abstract: Currently, there is an increasing demand for advanced materials that can address
the needs of tissue engineering and have the potential for use in treatments targeting
tumor cells, such as black bioactive materials in photothermal therapy. Thus, 3D fibrous
scaffolds of black 45S5 bioactive glass were produced using the air-heated solution blow
spinning (A-HSBS) technique, with polyvinylpyrrolidone (PVP) serving as a spinning aid
and an oxygen vacancy-inducing agent. Glass powder with the same composition was
synthesized via the sol-gel route for comparison. The samples were characterized using
thermogravimetric analysis, X-ray diffraction, FTIR spectroscopy, and scanning electron
microscopy, along with in vitro tests using simulated body fluid (SBF), phosphate-buffered
saline (PBS), and TRIS solution. The results showed that PVP enhanced oxygen vacancy
formation and stabilized the scaffolds at 600 °C. Doping with Zn and Mg ions reduced
crystallization while significantly increasing the fiber diameters. Scaffolds doped with Zn
exhibited lower degradation rates, delayed apatite formation, and hindered ionic release.
Conversely, Mg ions facilitated greater interaction with the medium and rapid apatite
formation, completely covering the fibers. The scaffolds showed no cytotoxicity in the MTT
assay at concentrations of up to 200 ug/mL for HaCat cells and 0.8 mg/mL for L929 cells.
This study demonstrated the effectiveness of using PVP in the production of black bioactive
glass scaffolds, highlighting their potential for bone regeneration.

Keywords: black glasses; fibrous scaffolds; air-heated solution blow spinning; inorganic ions

1. Introduction

The 4555 glass (Bioglass®), developed by Larry L. Hench and colleagues, was the
first effective material for bone tissue repair [1] and is commercially available from Mo-Sci
Corporation, Rolla, MO, USA. Its composition includes SiO, (45% by weight), Na,O (24.5%

Materials 2025, 18, 1340
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