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Extrato etandlico de cascas recicladas de pequi (Caryocar brasiliense, Camb.)
induz apoptose em células de osteossarcoma canino

Recycled pequi (Caryocar brasiliense, Camb.) shell ethanolic extract induces apoptosis in canine
osteosarcoma cells
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Resumo

O osteossarcoma ¢ uma neoplasia mesenquimal associada a alta mortalidade em caes e humanos. O pequi (Caryocar brasiliense,
Camb.) ¢ nativo do Cerrado, bioma rico em biodiversidade predominante na regido Centro-Oeste do Brasil. Embora esta planta seja
frequentemente utilizada na medicina popular, as propriedades farmacoldgicas da casca do pequi ainda sdo pouco conhecidas. Este
estudo teve como objetivo determinar a atividade citotoxica do extrato etandlico de cascas de pequi recicladas em células de
osteossarcoma canino. As células foram cultivadas e tratadas com concentragdes finais de extrato de zero, 0,029 ug/uL, 0,29 pg/uL
€ 2,91 pg/uL por 24, 48 ou 72 horas. As células foram submetidas a ensaio de viabilidade celular pelos métodos de exclusao de azul
de tripano da redug@o de tetrazdlio para determinar a IC,, ao ensaio de sobrevivéncia celular para calcular a fragdo de sobrevivéncia
e a dupla marcac@o com anexina V e iodeto de propidio para determinar o tipo de morte celular. O extrato etandlico de casca de
pequi na concentragdo de 2,91 pg/puL apresentou a maior inibi¢do do crescimento de células de osteossarcoma, com redugdo de
71,80% no crescimento em relagdo ao controle. A IC, média foi de 155,2 ug/mL em 72 horas. O crescimento celular em 72 horas
foi 3,33% menor nas células tratadas com 2,91 pg/ul de extrato. A apoptose foi o tipo predominante de morte celular em células
tratadas com 2,91 pg/ul de extrato. Esses resultados demonstram que o extrato etanolico de cascas de pequi recicladas promove
apoptose em células de osteossarcoma canino.

Palavras-chave: Antineoplasico; Cerrado; D-17; osteossarcoma canino; pequi; sustentabilidade; taninos.

Abstract

Osteosarcoma is a mesenchymal cancer associated with high mortality in dogs and in humans. The biodiversity-rich Cerrado, the
predominant biome in the Midwest region of Brazil, is native to locally appreciated fruits such as pequi (Caryocar brasiliense,
Camb). Although this plant has been frequently used in folk medicine, the pharmacological properties of pequi fruit shells have not
been fully evaluated. Thus, this study aimed to determine the cytotoxic activity of ethanol extract of recycled pequi shells on canine
osteosarcoma cells in vitro. Cells were cultured and treated with final extract concentrations of 0, 0.029 pg/pL, 0.29 ng/uL, and 2.91
ng/ul for 24, 48, or 72 hours. Cell viability assay using trypan blue exclusion method and tetrazolium reduction method, cell
survival assay, and double labeling with annexin V and propidium iodide were performed in the treated osteosarcoma cells. These
allowed the determination of IC,, survival fraction, and type of cell death, respectively. Pequi shell ethanol extract at a
concentration of 2.91 pg/pL showed the greatest inhibition of osteosarcoma cell growth in vitro, resulting in a 71.80% decrease in
growth compared to the control. The mean IC, | was 155.2 pug/mL at 72 hours. The calculated survival fractions showed that cell
growth at 72 hours was 3.33% lower in cells treated with 2.91 pg/uL extract. Results from the double labeling experiment suggest
that apoptosis was the predominant type of cell death in cells treated with 2.91 pg/uL extract. These results demonstrate that ethanol
extract of recycled pequi shells promotes apoptosis in canine osteosarcoma cells.

Keywords: Antineoplastic; canine osteosarcoma; Cerrado biome; D-17; pequi; sustainability; tannins.
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Introducio animais. Investigar e desenvolver tratamentos para o

O osteossarcoma canino é um tumor 6sseo primario osteossarcoma canino € importante ndo apenas porque
maligno e agressivo, que apresenta caracteristicas im’nperos casos pgdem ser observados com freqpéncia na
semelhantes ao osteossarcoma humano e frequentemente pratica veterinaria, mas também para aprimorar o
resulta em metastase pulmonar®. A alta mortalidade conhecimento acerca do osteossarcoma humano, devido a
associada a esta doenca correlaciona-se com sua semelhanga da doenga nas duas espécies®.

capacidade metastatica, levando a morte em até 80% dos Varios estudos utilizaram plantas como fontes de
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potenciais compostos bioativos ¢ medicinais, incluindo
produtos naturais com potencial inibitorio contra células
neoplasicas. Estudos in vitro utilizando linhagens de
células tumorais tém sido utilizados para identificar
componentes bioativos em plantas e fornecer melhor
compreensdo do mecanismo de a¢do desses compostos em
células neoplasicas®.

O Cerrado brasileiro ¢ uma fonte consideravel e
valiosa de biomoléculas, devido ao seu clima e vegetagio
caracteristicos de savana. O potencial antitumoral das
plantas do Cerrado, principalmente da planta simbdlica, o
pequi (Caryocar brasiliense, Camb.), pode revelar novas
alternativas na terapia antitumoral. Esses tratamentos
alternativos podem oferecer melhor eficacia em humanos e
animais, com efeitos colaterais minimos em comparagao
com os tratamentos antineoplasicos convencionais®®,
Além disso, a diversidade molecular dos produtos naturais
¢ muito superior a derivada de processos sintéticos,
possibilitando que compostos quimicos presentes nas
plantas se tornem potenciais farmacos para diversas
doengas®.

Ensaios avaliando a eficicia de metabdlitos
secundarios do pequi em células cancerigenas sdo valiosos
para verificar o potencial preventivo, terapéutico ou mesmo
curativo desse extrato em neoplasias, como o
osteossarcoma. Além disso, a reciclagem de cascas de
pequi, que geralmente sdo descartadas, contribui para a
sustentabilidade dessa abordagem. Esta investigacdo teve
como objetivo determinar a atividade citotoxica do extrato
etandlico de cascas de pequi recicladas em células de
osteossarcoma canino in vitro.

Materiais e Métodos

Este estudo foi realizado no Laboratorio
Multiusuario de Avaliagdo de Moléculas, Células e Tecidos
do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal da
Faculdade de Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Federal de Goias (UFQG), Brasil. Os extratos da casca do
pequi foram preparados no Laboratorio de Nutrigdo
Animal (EVZ/UFG) e a andlise fisico-quimica da
composi¢do do extrato foi realizada na Faculdade de
Farmécia (UFG).

Cultivo Celular

As células de osteossarcoma (D-17, BCRJ 0276,
Lote 000573, Passagem 239) da ATCC (American Type
Culture Collection - Manassas, VA, EUA) foram
adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRIJ -
Rio de Janeiro, Brasil) e mantidas em incubadora
umidificada a 37 °C e atmosfera de 5% de CO,,.

As células foram cultivadas em meio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM, Gibco, Weltham, MA,
EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino,
penicilina, estreptomicina (10.000 U.L/ml - 10 mg/ml),
anfotericina B e L-glutamina.

2022, Cienc. Anim. Bras., V23, e-71198

Preparagao de Extrato Etandlico de Cascas Recicladas
de Pequi

As cascas de pequi foram obtidas no Centro de
Abastecimento de Goias (Ceasa-GO), com cascas
selecionadas de uma sele¢do recém-descartada em
perfeitas condi¢des morfologicas (voucher UFG - 43-833,
Herbario UFG, Brasil) e em condigdes ideais de maturagao.
As cascas foram cortadas em uma espessura de
aproximadamente 4 mm e colocadas em estufa de
ventilagdo forcada a 60 °C por 72 horas. As cascas secas
foram trituradas em um moinho analitico para obter um
tamanho de particula padronizado de 60 mesh (0,25 mm).
O farelo de casca de pequi foi armazenado a —20°C,
protegido da luz.

A extragdo por percolagdo a frio foi realizada
percolando 1000 g de farelo de casca de pequi em 1000 mL
de etanol 95% (etanol 95:5:4gua) por oito horas e agitado
por uma hora. O produto foi centrifugado a 4000 rpm e o
sobrenadante filtrado. O solvente foi evaporado em
rotacvaporador sob pressdo reduzida para obter o extrato
etandlico bruto (EECRP). O extrato foi entdo armazenado
a —4°C, protegido da luz para uso posterior. Amostras do
EECRP foram submetidas a analise fisico-quimica.

Design experimental

Células de osteossarcoma canino D-17 foram
semeadas em placas de 96 pogos a 1x10* células/pogo com
100 pL de meio e tratadas com solugdo estoque EECRP
(concentracdo 29,2 pg/ul) para obter as seguintes
dosagens finais: 0,029 pg/uL (0,1 pL por pogo), 0,29
pg/uL (1/uL por pogo) e 2,91 pg/ulL (10 pL por pogo).
Células ndo tratadas com EECRP (0 pg/uL) foram usadas
como grupo controle (GC). As células foram expostas por
24, 48 e 72 horas. Todos os testes foram realizados em
triplicata, em trés experimentos independentes. Os extratos
foram diluidos em DMSO (Dimetilsulfoéxido, Cultilab,
Campinas, Brasil) e armazenados a —20 °C.

Ensaios de Viabilidade Celular

Método de Exclusdo do Azul de Tripano

As células D-17 foram cultivadas em placas de 96
pogos com 100 uL por pogo a 1x10* células/pogo por 24
horas, dentro de uma incubadora umidificada a 37°C com
5% de atmosfera de CO,. Os tratamentos foram realizados
com dosagens de 0,029, 0,29 ¢ 2,91 ug/uL de EECRP por
24 h (G24), 48 h (G48) e 72 h (G72). O meio de cada pogo
foi descartado e as células foram suspensas em 100 pL de
tripsina (Cultilab, Campinas, Brasil) ap6s lavagem com
solucdo salina tamponada com fosfato de Dulbecco
(DPBS, Life Technologies, EUA). As células foram
dissociadas com tripsina-EDTA  (0,05%), que foi
posteriormente inativada pela adigdo de 100 uLL. de DMEM.
A solugdo resultante foi centrifugada a 130 rcf (g) por 10
minutos e decantada. As células foram ressuspensas em
100 pL de meio de cultura fresco e 10 plL da suspensdo
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foram transferidos para microtubos do tipo Eppendorf,
contendo 40 pL de azul de Tripan (Trypan Blue - Sigma-
Aldrich, St Louis, EUA). A viabilidade celular foi avaliada
instilando 10 pL de mistura de células-azul de Tripan em
uma lamina, observada em uma camara de Neubauer sob
um microscopio optico.

A viabilidade celular foi calculada aplicando-se a
seguinte equagdo: % CV = (NC do tratamento/NC do CG)
% 100, onde CV ¢ a viabilidade celular e NC é o ntimero de
células. Trés experiéncias independentes foram realizadas
em triplicado. Os resultados foram analisados por meio de
analise de variancia (teste F), utilizando-se a ferramenta
estatistica Microsoft Excel. O nivel de significancia foi
fixado em 0,05.

Método de reducio de sal de tetrazdlio (MTT)

As células D-17 foram cultivadas e tratadas com
EECRP como descrito acima. Apos o tratamento, 10 uL de
tetrazolio (MTT, brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazolio - Sigma-Aldrich) foi adicionado a
cada pogo. Apods incubag@o por trés horas, 50 pL de 10% de
dodecil sulfato de so6dio (SDS - Vivantis Biochemical, CA,
EUA) diluido em 0,01N HCI foi adicionado por pogo para
interromper a reagdo de redugdo de MTT para formazan.
As células foram incubadas durante 24 horas a temperatura
ambiente. A densidade optica de cada placa foi quantificada
usando um espectrofotometro (Awareness Technology
Ine/Stat Fax 2100, 425 nm — 540 nm, Palm City, FL, EUA).
A concentracdo a 50% de inibicdo da viabilidade celular
(concentragdo inibitoria - IC,, em pM) foi determinada
usando o programa estatistico GraphPad Prism (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA). Para este teste, trés
experimentos independentes foram realizados em
triplicata.

Ensaio de Sobrevivéncia Celular

As células D-17 foram cultivadas e tratadas com
EECRP como descrito acima. Apds o tratamento, o meio de
cada pogo foi descartado e as células foram suspensas com
500 pL de tripsina. Antes da centrifugacdo a 130 RCF (g)
por 10 minutos, o meio foi descartado e as células foram
ressuspensas em 1 ml de DMEM. As células foram entio
cultivadas em placas de seis pogos em uma incubadora
umidificada a 37 °C, com 5% de atmosfera de CO, por 15
dias.

Ap0s a incubagdo, o meio foi descartado. Os pocos
foram lavados com DPBS, tingidos com azul de tripano,
colocados dentro de uma camara de Neubauer e contados.
As fragdes de sobrevivéncia foram calculadas usando a
seguinte equacgdo: %FS = (numero CCAT/nimero CCGC)
x 100, onde FS ¢é a fracdo de sobrevivéncia, CCAT ¢ o
namero de células contadas ap6s o tratamento e CCGC ¢ o
namero de células contadas no CG. As curvas de
sobrevivéncia foram plotadas ¢ os dados foram analisados
por meio de andlise de variancia (teste F).

Trés experiéncias independentes foram realizadas
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em triplicata.
Ensaio de Dupla Marcagdo

As células foram cultivadas em placas de 12 pogos
a 5 x 105 células/pogo, dentro de uma incubadora
umidificada a 37 °C com 5% de atmosfera de CO,. As
células foram tratadas com 2,91 pg/ulL de EECRP por 24,
48 e 72 horas. Ao final do tratamento, o meio de cada poco
foi armazenado em tubo de ensaio devidamente rotulado,
enquanto as células viaveis foram descartadas. A dupla
marcagdo foi realizada adicionando-se 400 pL de tampao
de ligagdo, 5,0 uL de anexina V-FITC e 1,0 pL de iodeto de
propidio (Anexina V Apoptose Detection Kit I - BD
Biosciences, San Diego, EUA) a cada tubo de ensaio. A
solucdo resultante foi incubada a temperatura ambiente
durante 15 minutos e depois analisada num citémetro de
fluxo (FACSVerse, BD Biosciences). Apoptose precoce foi
identificada em células marcadas apenas com anexina V,
apoptose tardia em células marcadas com anexina V e
iodeto de propidio e necrose em células marcadas apenas
com iodeto de propidio. Trés experimentos independentes
foram realizados em triplicata. A analise de varidncia com
o teste de Tukey post-hoc foi usada para comparar a
porcentagem média de células positivas para cada
combinacdo (apenas anexina V, apenas iodeto de propidio
ou ambos os corantes simultaneamente) usando o pacote
easyanova® do software R. O nivel de significancia foi
fixado em 0,05.

Resultados

Para este experimento, foram recicladas 180 kg de
casca de pequi, que foram obtidas a partir de 300 kg de
frutos e destinadas ao descarte. Isso rendeu
aproximadamente 9 kg de farelo de casca de pequi. A
extragdo de 1 kg de farelo de casca de pequi em 1000 mL
de etanol 95% e posterior percolagdo a frio e vaporizacao
rotativa resultou em 450 mL de EECRP, com rendimento
de 45%. Os resultados obtidos da analise fisico-quimica do
EECRP bruto nio diluido sdo encontrados na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros fisico-quimicos do extrato etandlico bruto
de cascas recicladas de pequi (Caryocar brasiliense, Camb)
utilizado neste experimento. *GAE= equivalente de acido galico

Parametros Valor
Densidade média 23.9015 g/L
Concentragdo média 29.19 g/L
pH médio 5.7
E?nsidade do Extrato Bruto 275.72 mg GAE*/mL

ivo

83.10 mg GAE/mL (30.14% do extrato
ativo)
18.47 mg GAE/mL (22.23% de fenois no

extrato ativo)

4.78 mg GAE/mL (5.75% de fenois no
extrato ativo)

59.85 mg/mL (72.02% de fendis no

extrato ativo)

Concentragao total de fenois
Concentragdo de taninos
Concentragdo de flavondides

Outros fenois
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Os resultados obtidos no ensaio de viabilidade
celular usando o método de exclusdo do azul de tripano e
o método de reducdo de tetrazolio (MTT) para calcular o
IC,, (55,2 pg/mL) sdo mostrados na Tabela 2. O
tratamento com 2,91 pg/ul. de EECRP por 72 horas
resultou na inibi¢do do crescimento em 71,80% em
relagdo ao controle, a maior atividade -citotoxica
observada entre os grupos de tratamento.

Tabela 2. Ensaio de viabilidade celular pelo método Trypan Blue
e valores de concentragdo que inibem 50% da viabilidade celular
(IC,,) em células de osteossarcoma canino tratadas com extrato
etandlico de cascas recicladas de pequi (Caryocar brasiliense,
Camb) - EECRP. Os resultados sdo expressos em porcentagens
médias em relagdo ao grupo controle em pg/pL, juntamente com
o desvio padrao (DP) e valores convertidos de acordo com as
unidades padrio internacional (ug/mL).

Dosagens e Concentragdes IC
(EECRP) 50
Tempode™, 1" /™ JouL  10pL
exposicao
0.029 0.29 291 nghL P pg/ml
pg/pl)  pg/nl)  pg/pl)
24h 9270  97.49"  44.76"  0.1798 0.108 179.8
48h 99.19" 9835  34.22"  0.1625 0.740 162.5
72h 4476 34227 2820b<F  0,1552 0.63 1552

Letras diferentes na mesma linha expressam resultados significativamente diferentes
(Teste F, p < 0,05). Simbolos diferentes na mesma coluna expressam resultados
significativamente diferentes (Teste F, p <0,05).

O ensaio de sobrevivéncia celular foi utilizado
para avaliar a capacidade de proliferagdo celular ap6s o
tratamento com EECRP. As fragdes de sobrevivéncia
calculadas mostraram que a proliferacdo celular apos o
tratamento foi menor em 3.33% no grupo tratado por 72
horas com EECRP 2,91 pg/uL. Por outro lado, a
proliferagdo atingiu 87,5% no grupo tratado por 48 horas
com EECRP 0,29 ug/pL. Com 24 horas de exposicao,
porém, n3o houve diferenga significativa entre as
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diferentes concentragdes de EECRP (F =2,92, p>0,05).
Por outro lado, em 48 ¢ 72 horas de exposi¢do, a
sobrevivéncia das células tratadas com concentragdo de
EECRP de 2,91 pg/uL foi significativamente diferente
das demais. No entanto, para as células tratadas com
EECRP 291 png/ul, nao encontramos diferenca
estatisticamente significativa em relagdo aos tempos de
exposi¢ao.

Os dados obtidos nos ensaios de viabilidade
celular e sobrevivéncia celular mostraram que as maiores
atividades citotoxicas e antiproliferativas foram
observadas em células tratadas com 2,91 ng/pL para
diferentes tempos de exposi¢do. Por esse motivo, essa
dosagem foi utilizada na investigacdo do mecanismo de
morte celular promovido por EECRP em células D-17 de
osteossarcoma canino utilizando o ensaio de dupla
marcacao com anexina V-FITC e iodeto de propidio. Os
valores médios das porcentagens celulares das amostras
de trés réplicas da citometria de fluxo sdo mostrados na
Figura 1. Néo houve morte celular por necrose nas células
expostas ao EECRP por 24 horas, enquanto as células
expostas por 72 horas apresentaram aumento da indug@o
de apoptose em estagio inicial. No entanto, a apoptose
tardia predominou em todos os tempos de exposicao
(97,07 £ 0,25% em 24 horas, 98,80 + 0,05% em 48 horas
e 91,29 £ 0,42% em 72 horas).

Discussiao

O maior efeito inibitdrio no crescimento celular foi
observado em células D-17 tratadas com 2,91 pg/uL de
EECRP por 72 horas. Em um estudo anterior, um efeito
inibitorio dependente da concentracdo de compostos
fenodlicos do extrato de carqueja (Baccharis trimera) foi
relatado em culturas de células tumorais de colo uterino
humano. No entanto, a inibi¢do foi mais acentuada (86%)
e mais rapida (24 h) do que no presente estudo.

Necrose® Apoptose Tardia® Apoptose Inicial*
15 8 100
2 g 6 2
s 1 E B %
w ‘v 4 ‘o
U o5 U U 90
3 g 2 . 3
2 I 2 9 — 2 85
24h 48h 72h 24 h 48h 72h 24 h 48 h 72h
Média 0<b 0,28t | 1,20% Média | 2,93% | 0,925 7,51% Média | 97,07* | 98,804 | 91,29%¢
DP 0 0,03 0,26 DP 0,25 0,02 0,55 DP 0,25 0,05 0,42

Figura 1. Valores de média e desvio padrao (DP) da analise do mecanismo de morte celular promovido pela concentragdo de 2,91 pg/pL
de extrato etandlico a 3% de cascas de pequi recicladas em células D-17 de osteossarcoma canino, utilizando o ensaio double label com
anexina V-FITC e iodeto de propidio. O eixo x representa o tempo de exposi¢ao ao extrato e o €ixo y, a porcentagem de células. Citometro
de fluxo (FACSVerse, BD Biosciences). Letras maitisculas indicam diferenca significativa entre os tipos de morte celular e letras
minusculas indicam diferenca significativa entre os tempos de exposi¢do (Tukey's Test, 5%).
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Provavelmente, isso se deve aos compostos fenolicos
concentrados extraidos da planta utilizada nesse ensaio, ao
contrario do extrato bruto utilizado no presente
experimento”.

Vale ressaltar que em todas as doses testadas, os
efeitos inibitérios do EECRP se manifestaram somente
apos 72 horas. Isso pode ser devido a presenga de fenois,
incluindo os flavonoides antioxidantes®, no extrato
(Tabela 1), que podem ter conferido efeito protetor sobre
a viabilidade de células tratadas com concentra¢do
maxima de 0,29 ug/uL ou com 24 horas de exposigao.

A concentragdo total do EECRP bruto usado neste
experimento mostrado na Tabela 1 foi de 29,19 g/L, o que
equivale a 29,19 mg/mL ou 29,2 pg/ul. Assim, doses de
0,1, 1 e 10 pL continham 2,92, 29,2 ¢ 291,2 ug de solutos
totais, respectivamente. Isso é comparavel a dose usada
para o extrato de Casearia sylvestris (“Guagatonga”),
que inibiu o crescimento de células de cancer de mama
humano MCF-7 em 20%, ao serem utilizados 2 pg/ml de
extrato, ¢ em até 80% ao tratarem-se células com 18
pg/mL de extrato por 24 horas®. Para comparagdo, no
presente estudo, o EECRP prrpoporcionou 55,24% de
inibicdo de crescimento com 2,91 pg/uL. Em outro
estudo, o tratamento de células de melanoma cutianeo
com extrato de mangostdo (Garcinia mangostana)
reduziu significativamente o numero de células
neoplasicas em dosagens entre 1,0 e 5,0 mg/ml1?,
comparavel ao resultado mais favoravel obtido com o
pequi. Comparar a eficicia e poténcia de produtos
naturais ¢ importante, mas deve-se considerar a resposta
intrinseca das diferentes linhagens celulares, que
certamente varia com cada tipo neoplasico.

Comprovou-se neste estudo que o pequi, planta
essencial no Cerrado brasileiro, contém compostos que
possuem efeitos inibitorios sobre a viabilidade celular, ou
seja, efeitos antiproliferativos. A maioria das pesquisas
sobre principios ativos antineoplasicos da flora brasileira
tem focado e contemplado o uso de vegetagdo de outros
biomas, enquanto trabalhos com plantas do Cerrado,
apesar de sua biodiversidade, sdo raros na literatura
cientifica. Por exemplo, células de carcinoma
espinocelular humano foram testadas com 72 extratos
diferentes de plantas encontradas na Amazonia e na Mata
AtlanticaV.

Embora o tratamento de 72 horas tenha
apresentado diferenca significativa em relagdo a inibig@o
da proliferacao celular, ndo houve diferenca significativa
nos valores de IC,. Uma possivel explicagdo ¢ que o
extrato, além de componentes que causam dano celular,
apresentava antioxidantes® que poderiam manter a
integridade celular, pelo menos por um determinado
periodo. Assim, a agcdo do EECRP poderia ser mais
dependente do tempo de exposi¢ao do que da dosagem.

Os valores médios de IC, encontrados neste
experimento podem parecer altos em comparagdo aos
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relatados para outros extratos vegetais para promover
citotoxicidade em células neoplasicas. O extrato
comercial de Artemisia annua (absinto anual) apresentou
IC,, de 65 uM em células D-17""?, valor muito inferior
aos encontrados no presente estudo. No entanto, isso
pode estar relacionado a concentracdo de artemisinina
encontrada em A. annua. Considerando a concentragdo
de artemisinina no extrato de 2 mg/ml ou 7 mM, e a
quantidade méaxima de artemisinina encontrada na planta
(0,45%), pode-se inferir que o valor de IC, foi de 185
png/ml calculado a partir da concentragdo do total solutos.
O valor de IC, do extrato de pequi, nessa perspectiva,
portanto, pode ser inferior ao obtido para A. annua.

Uma consideragcdo importante para determinar a
citotoxicidade do EECRP usado nesta pesquisa ¢ o
método de extracio. O EECRP foi elaborado para
garantir a maxima extragdo de fendis, que possuem
propriedades antioxidantes!'®. Se outros métodos de
extragdo tivessem sido usados, o IC,  poderia ter sido
menor do que o medido para todos os tempos de
exposicdo. Este argumento ¢ apoiado por um relato no
qual a fracdo diclorometano rica em antraquinona
apresentou a maior atividade anticancerigena quando
avaliada na linhagem celular de cancer de hepatoma
humano HepG2, em comparagdo com extratos obtidos
usando n-hexano, etil acetato, n-butanol ou agua como
solventes¥,

Outro fator crucial a ser levado em consideragdo é
o tipo de célula utilizada. E provavel que estudos futuros
usando diferentes células tumorais relatem valores de
IC,, significativamente diferentes para EECRP, em
comparacdo com células de osteossarcoma canino D-17
usadas neste estudo. Esta possibilidade ¢ corroborada
pelos diferentes valores relatados de IC,, (ug/mL) do uso
do mesmo extrato bruto do caule de Paullinia pinnata L.
(Sapindaceae), nativo da Africa, para inibir o
crescimento de células neopléasicas de diferentes
linhagens"®: HepG2 (cancer de figado - 42,8), MCF-7
(cancer de mama - 43,1), MDA-MB231 (cancer de mama
- 73,8), A431 (cancer de pele - >100), AGS (cancer de
estomago - 47,6) e LNCap (céancer de prostata - 47,2).

Paradoxalmente, os metabolitos do EECRP que
podem ter efeitos citotdxicos sdo os proprios fendis. O
extrato da popular carqueja (Baccharis trimera)
apresentou efeito antiproliferativo contra células
cancerigenas do colo do utero humano apos 24 horas de
tratamento. Além disso, o IC_ foi calculado para a fracdo
fendlica do extrato em 482 pg/mL?. Considerando a
analise do EECRP apresentada na Tabela 1, a fragdo
correspondente aos taninos pode ser o grupo fendlico
responsavel pelos efeitos citotéxicos do EECRP.

Conforme observado neste estudo, o teor de
tanino do EECRP foi de 22,23% do total de fendis do
extrato. Comparativamente, em um estudo realizado com
células de neoplasia mamaria 4T1-luc2, foi testada a
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atividade antitumoral do weimaining (WMN). WMN ¢é
um composto de tanino condensado extraido das raizes
do trigo sarraceno Fagopyrum cymosum (Trevir.) Meisn.,
um fitoterapico de origem chinesa’®. Os resultados
mostraram aumento tempo-dependente da apoptose das
células tumorais, semelhante a diminuigao da viabilidade
celular causada por 72 horas de tratamento com EECRP,
sugerindo que os taninos desempenham um papel crucial
na reducao da viabilidade celular.

Em relagdo aos resultados do ensaio de
sobrevivéncia celular, o crescimento celular foi reduzido
apos o tratamento com 2,91 pg/uL em diferentes tempos
de exposicdo, reforcando ainda mais o potencial
antitumoral do EECRP. Da mesma forma, a proliferagdo
de células D-17 expostas a 2 pM de um complexo de
platina com tris-(2-carboxietil)-fosfina foi reduzida em
53,79% + 5,15% ap6s duas semanas'”,

As atividades antineoplasicas dos compostos
bioativos encontrados nas frutas tém despertado
constantemente a aten¢do da comunidade cientifica,
principalmente quanto ao tipo de morte celular que essas
substancias podem promover. No presente estudo, a
concentragdo promissora de EECRP, 2,91 pug/uL,
promoveu um elevado percentual de apoptose nas células
D-17. O mesmo tipo de morte celular foi observado nas
linhagens neoplasicas HepG-2 (figado), Caco-2 (c6lon) e
MCF-7 (mama) expostas ao extrato da fruta Annona
squamosa'®, cujo conteudo fenolico total variou de
70,14 £+ 3,89 a 284 + 2,12 pg GAE/g, enquanto que a
quantidade de flavonoides encontrada na casca da fruta
foi de 81,27 £ 1,74 ng EQ equivalente/g. Além disso, a
fracdo de tanino de Terminalia bellirica induziu apoptose
em xenoenxertos de carcinoma hepatocelular em
camundongos!?, refor¢ando a hipdtese de que a fragdo
de tanino pode ser o grupo fendlico responsavel pelos
efeitos apoptdticos do EECRP.

A inducao de apoptose por substincias quimicas
ou bioldgicas em qualquer tipo de neoplasia ¢ um
objetivo central dos estudos antitumorais atuais®”, pois
esse processo de morte celular ocorre sem inflamagao
secundaria®’ ou possivel dano as células normais
adjacentes. Trabalhos anteriores mostraram que a
apoptose também foi observada em células D-17 tratadas
com compostos bioativos com capacidade antioxidante.
Estes incluem luteolina (uma molécula de flavonoide
encontrada em frutas e vegetais)®?, miricetina (um
antioxidante encontrado em bagas)@®), extrato de acafrao
(rico em curcumindides) e extrato de folhas de alecrim
(rico em acido carndsico)®@.

Nao houve morte celular por necrose nas células
expostas a0 EECRP por 24 horas, enquanto as células
expostas por 72 horas apresentaram maior indugdo de
apoptose em estagio inicial. No entanto, a apoptose tardia
predominou em todos os tempos de exposicdo. A
apoptose ocorre em resposta a varios estimulos,
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incluindo aqueles que podem ativar a via apoptotica
intrinseca pela liberagdo do citocromo c¢ das
mitocondrias. O citocromo ¢ liga-se a proteinas no
citosol e ativa a caspase para promover a morte celular®,
Em outro estudo com células D-17, a B-lapachona, um
composto isolado da serragem da madeira de Ipé
(Tabebuia spp.), também nativa do Cerrado brasileiro,
promoveu morte celular pela via apoptotica intrinseca em
estagio inicial, que foi relacionada a ruptura das
membranas  mitocondriais®®.  Notavelmente, a
concentra¢do com os melhores resultados (1,0 uM de B-
lapachona ou 2,42 pg/ul) foi menor do que a utilizada
para o pequi (2,91 pg/uL). Por outro lado, a curcumina,
substancia isolada da Curcuma longa, amplamente
encontrada no bioma Cerrado, induziu apoptose
extrinseca em células D-17 pela ativagdo da caspase na
concentragdo de 50 uM ou 0,20 pg/uL@". Considerando
que a B-lapachona e a curcumina foram utilizadas em
suas formas puras, os resultados positivos obtidos com o
extrato bruto de pequi no presente estudo podem ser
considerados notaveis.

O principal achado desta pesquisa € que o extrato
etanolico de cascas recicladas de pequi inibiu a
proliferagdo de células de osteossarcoma canino por
meio de apoptose. Este ¢ um relatorio inédito e solidifica
a importincia da identificagdo dos componentes do
EECRP para o potencial desenvolvimento de drogas
antitumorais. Ao longo da histéria da pesquisa
biomédica, outros compostos de frutas e vegetais foram
identificados como fontes valiosas de drogas
antitumorais. Exemplos classicos incluem os alcaloides
da vinca, taxanos e camptotecinas, que foram
originalmente extraidos de Catharanthus roseus
(Madagascar), Taxus brevifolia (Pacifico) e Camptotheca
acuminata (China), respectivamente®,

O bioma Cerrado, patrimonio natural da
humanidade, pode fazer parte dessa historia de sucesso
na terapéutica antineoplasica. Estudos futuros para o
desenvolvimento de drogas antitumorais podem utilizar
o subproduto do pequi, abordagem pautada pelos
principios da sustentabilidade.

Conclusao

O tratamento com 2,91 pg/uL de extrato etandlico
de cascas recicladas de pequi (Caryocar brasiliense,
Camb.) reduz a viabilidade e sobrevivéncia em células de
osteossarcoma canino D-17 in vitro ao promover apoptose.
Esses resultados sao sugestivos de que o EECRP pode se
tornar uma alternativa eficaz e sustentavel para o
desenvolvimento de terapia  antineopldsica em
osteossarcoma canino ¢ humano.
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