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RESUMO

O cancer de bexiga representa um importante problema de salde publica, caracterizado por alta
incidéncia e recorréncia, o que reforca a necessidade de novas alternativas terapéuticas com
maior eficacia e menor toxicidade. Nesse contexto, produtos naturais tém sido amplamente
investigados devido ao seu potencial bioldgico. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
atividade antitumoral do extrato etandlico bruto e de suas fragdes obtidas a partir de sementes
e bagas de Xylopia aromtaica frente a linhagens de carcinoma de bexiga. O material vegetal foi
submetido a extracdo por percolacdo, seguida de fracionamento liquido-liquido, originando as
fracGes hexanica, acetato de etila e butandlica. A caracterizacdo fitoquimica foi realizada por
cromatografia em camada delgada, permitindo a deteccdo de classes de metabolitos secundarios
como terpenoides, cumarinas, flavonoides e acidos graxos. A atividade antitumoral foi avaliada
por ensaio de viabilidade celular (XTT) nas linhagens tumorais J82 e UMUC3, bem como na
linhagem nédo tumoral MRC5, em diferentes concentracdes e tempos de exposicdo. As fracoes
de acetato de etila e butandlica apresentaram maior reducéo da viabilidade celular de forma
dependente da concentracdo, sendo selecionadas para determinac@o da concentracéo inibitoria
média (ICso) e do indice de seletividade (IS). Apesar da atividade citotoxica observada, ndo foi
evidenciada seletividade para células tumorais. Alteracdes morfologicas compativeis com dano
celular e inducdo de morte celular tambem foram observadas. Os resultados indicam que a
Xylopia aromatica apresenta potencial antitumoral in vitro, especialmente nas fracdes de
acetato de etila e butandlica, ressaltando a importancia de estudos adicionais de isolamento,

caracterizacao e avaliagdo mecanistica dos compostos bioativos envolvidos.

Palavras-chave: Xylopia aromatica; atividade antitumoral; cancer de bexiga; produtos

naturais; citotoxicidade.



ABSTRACT

Bladder cancer represents an important public health issue due to its high incidence and
recurrence rates, highlighting the need for new therapeutic alternatives with improved efficacy
and reduced toxicity. In this context, natural products have been widely investigated because of
their biological potential. The present study aimed to evaluate the antitumor activity of the crude
ethanolic extract and fractions obtained from seeds and berries of Xylopia aromatica against
bladder carcinoma cell lines. The plant material was subjected to percolation extraction,
followed by liquid—liquid fractionation, yielding hexane, ethyl acetate and butanolic fractions.
Phytochemical characterization was performed by thin-layer chromatography, allowing the
detection of secondary metabolite classes such as terpenoids, coumarins, flavonoids and fatty
acids. Antitumor activity was assessed by cell viability assay (XTT) in the J82 and UMUC3
tumor cell lines, as well as in the non-tumoral MRCS5 cell line, at different concentrations and
exposure times. The ethyl acetate and butanolic fractions showed a greater concentration-
dependent reduction in cell viability and were selected for determination of the half-maximal
inhibitory concentration (ICso) and selectivity index (SI). Despite the observed cytotoxic
activity, no selectivity toward tumor cells was evidenced. Morphological alterations compatible
with cellular damage and induction of cell death were also observed. These findings indicate
that Xylopia aromatica presents in vitro antitumor potential, particularly in the ethyl acetate and
butanolic fractions, reinforcing the relevance of further studies focused on the isolation,

characterization and mechanistic evaluation of the bioactive compounds involved.

Keywords: Xylopia aromatica; antitumor activity; bladder cancer; natural products;

cytotoxicity.
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INTRODUCAO

1.1 Familia Annonaceae e género Xylopia

Foto: Marcelo KuhImann.
Figura 1 — Flores, frutos e sementes de Xylopia aromatica: A esquerda, flores com pétalas brancas e
calice vermelho-pardos; a direita, frutos em diferentes estadgios de maturacdo, evidenciando a abertura

dos foliculos e a exposicdo das sementes ovoides e azuladas.

A Xylopia aromatica é uma arvore nativa do cerrado e de facil identificacdo. Sua altura
varia de 2 a 8 metros, apresenta ramos e folhas pendentes e flores com pétalas brancas e calice
vermelho-pardo; as flores, quando abertas, remetem a estrelas, com pedicelos muito curtos e
voltados para cima; seus frutos sdo comestiveis e apresentam-se vermelhos por ocasido da
deiscéncia e amarronzados ou pretos quando secos podendo ser coletados em qualquer época
do ano; as sementes sdo ovoides, ariladas apicalmente e azuladas por ocasido da deiscéncia, em
média, sdo encontradas duas a oito sementes por carpidio (Carvalho, 2010). As plantas do
género Xylopia fazem parte de uma das mais abundantes espécies da familia Annonaceae. Esta
familia botanica abrange 2.300 espécies, distribuidas em aproximadamente 130 géneros
carpidio (Carvalho, 2010.). Existem cerca de 150 espécies do género Xylopia distribuidas nas
regibes América do Sul, América central, Africa e Asia. No Brasil, existem 32 espécies de
Xylopia descritas, distribuidas nas cinco regides do pais. Sua utilizacdo vai desde a culinéria,
sendo consumida como tempero, em funcdo do seu sabor picante, até a comercializacdo de
madeira para construcdes civis. No entanto, atualmente seu destaque € para a medicina popular,

na qual os pacientes fazem uso do cha para curar diversas patologias como febres, hemorroidas,
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dores na coluna e até doencas parasitarias. 1sso se da devido as propriedades analgésicas, anti-
inflamatorias, antimicrobianas e antioxidantes. Estudos de caracterizagdo quimica ja
identificaram a presenca de alcaloides, esteroides, flavonoides, dleos essenciais, diterpenos e
saponinas em frutos de Xylopia e, por isso, pode-se dizer que plantas deste género representam
uma fonte promissora de substancias bioativas. Na medicina tradicional e popular africana é
atribuido aos seus frutos e sementes efeito estimulante, como também para o tratamento de
infeccdes de pele, tosse, febre e diabetes (Oliveira, 2012).

Estudos quimicos com os frutos de X. aromatica somente avaliaram a presenca de
terpenos, incluindo monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e esterdis. Em plantas de Xylopia,
ja foram identificados também alcaloides do tipo isoquinolinicos em folhas, cascas e frutos.
Esteroides também foram identificados em plantas desta espécie, incluindo o estigmasterol em
frutos de X. aromatica. Nos frutos e folhas deste género também ja foram identificadas
substancias fenolicas, incluindo flavonoides do tipo quercetina, responsaveis pela acéo
antioxidante evidenciada em alguns estudos (Oliveira, 2012).

Em relacdo aos estudos farmacoldgicos com espécie de Xylopia, tem sido atribuido as
acetogeninas e alcaloides das folhas e cascas da planta, efeito citotoxico, larvicida e antitumoral
in vitro (Mesquita, 2009). Foram encontrados estudos farmacolégicos e biologicos que
avaliassem o potencial citotoxico do caule de X. aromatica somente em células de cancer de
mama, prostata e pulmao (Sufreddini, 2007). Assim, a auséncia de estudos sobre o efeito das
sementes e bagas no cancer de bexiga, associada a sua grande abundancia no cerrado mineiro e
potencial fonte de substancias bioativas instigam o interesse em avaliar o potencial da semente
em um modelo experimental in vitro que apresentem respostas antitumorais e alteracfes

metabdlicas.

1.2 Atividade antitumoral de produto naturais

A neoplasia maligna é uma condicéo caracterizada pela sua grande mortalidade, sendo
a segunda patologia que mais causa 6bitos no mundo. E caracterizada por um crescimento
desordenado do tecido em decorréncia de uma proliferacdo anormal das células. Sdo descritas
diversas mutac6es genéticas que estdo envolvidas no processo do cancer. Por esse motivo, essas
mudancas se tornaram objeto de estudo, pois ocorrem em genes que levam a proliferacéo celular
anormal O carcinoma de bexiga é a décima primeira neoplasia mais prevalente no ambito
mundial, sendo a 142 causa de morte associada ao cancer (Globocan, 2022). A prevaléncia e

mortalidade dessa neoplasia é trés vezes maior em individuos do sexo masculino (Saginala,



2020). No Brasil, o cancer de bexiga se apresenta como a 122 neoplasia mais comum (INCA,
2023).

Diversos séo os fatores de risco relacionados ao desenvolvimento do cancer de bexiga,
como a predisposi¢do genética e a exposi¢do ambiental, e uma complexa intera¢do entre esses
fatores pode propiciar o surgimento e a progressdo tumoral (Mushtaq, 2019). O principal fator
de risco ambiental relacionado ao desenvolvimento do carcinoma de bexiga é o tabagismo
(Zhang, 2021). A fumaca do tabaco possui inimeras substancias carcinogénicas, que ao serem
metabolizadas, entram em contato e causam toxicidade a bexiga urinéria (Al-Zalabani, 2016).
Outro fator de risco importante é a exposicdo cronica a carcindgenos, dentre eles, as aminas
aromaticas e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, sendo a segunda maior causa de cancer
de bexiga (Mushtag, 2019). Além disso, a reducdo da habilidade de reparo do DNA, associada
ao processo natural de envelhecimento tambeém € um fator associado ao desenvolvimento desse
carcinoma (Lenis, 2020). A heranca genética esta associada a aproximadamente 7% dos casos
de cancer de bexiga (Mushtag, 2019).

Atualmente, o diagnostico clinico mais realizado é a cistoscopia com citologia urinaria,
alem da utilizacdo de biomarcadores e da tomografia computadorizada (Hu, 2022). O
diagnostico precoce, principalmente antes que ocorra a invasdo muscular, corrobora para um
tratamento efetivo, podendo ser controlada com efeito minimos na sobrevivéncia (Tran, 2021).
A hematdria indolor visivel ou ndo visivel, comumente detectado no exame de sangue, € 0
principal sintoma associado ao cancer de bexiga, ocorrendo em cerca de 75% dos casos de
pacientes com este carcinoma (Khandhouri, 2021).

Os esquemas terapéuticos mais utilizados para o tratamento do cancer de bexiga sdo a
combinacgdo de metotrexato, vimblastina, doxorrubicina e cisplatina (M-VAC), bem como a 10
combinacdo de gencitabina e cisplatina (GC) (Tran, 2021). O protocolo GC demonstrou maior
eficacia, melhor seguranca e tolerabilidade em comparacdo com M-VAC, além de reduzir
significativamente a neutropenia, um dos efeitos colaterais relevantes na quimioterapia (Tran,
2018). Dessa forma, verifica-se que os protocolos quimioterapicos atualmente empregados
estdo associados a diversos efeitos adversos sistémicos, 0s quais podem comprometer a adesdo
ao tratamento, impactar negativamente o sucesso terapéutico e influenciar a sobrevida dos
pacientes submetidos a essas terapias.

Com a evolucgéo de técnicas de cultura celular e tecnologias que ampliaram as pesquisas
relacionadas a atividade antitumoral, ocorreu um aumento significativo do conhecimento
relacionado ao desenvolvimento e progressdo do cancer, levando a um maior discernimento dos

processos e mecanismos envolvidos. Linhagens celulares de céancer imortalizadas sao
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comumente utilizadas para avaliar os mecanismos selecionados na sua proliferagéo celular,
como também analisar farmacos antitumorais e produtos naturais que ajudem na interrup¢do do
desenvolvimento do cancer. Na atualidade, uma variedade de compostos foi testada com o
intuito de combater o cancer, como os terpenos, alcaloides, cumarinas, lignanas, flavonoides,
taninos, estilbenos, curcuminoides e polissacarideo. Compostos naturais com potencial
atividade antitumoral tem sido amplamente pesquisados para avaliar seus efeitos sobre tumores
e, desse modo, abrir caminhos para futuros estudos que identificardo através de quais

mecanismos esses cCompostos atuam.

JUSTIFICATIVA

Sabe-se que os diversos tipos de cancer estdo entre os principais problemas de saude
publica, e os carcinomas uroteliais merecem destaque uma vez que representam uma das
neoplasias de maior recorréncia e consequentemente, maior custo para o sistema de satde. No
entanto, 0s mecanismos que levam a recorréncia dessa neoplasia permanecem desconhecidos.
Além disso, a toxicidade e efeitos colaterais de drogas sintéticas vem sendo apontados como
um obstaculo nos tratamentos. Logo, torna-se necessario que estudos que buscam novas
alternativas de tratamento, como os fitoterapicos sejam realizados. Estudos tem demonstrado
que extratos contendo alcaloides, flavonoides, terpenos e esteroides apresentam atividade
antitumoral, tanto no tratamento em si, como na prevencao de tumores (Silva, 2015). Esse fato
destaca a importancia de pesquisas envolvendo plantas medicinais, como a espécie X.
aromatica, por conter metabdlitos secundarios das classes quimicas citadas acima.

Os flavonoides tém sido caracterizados como inibidores de células cancerosas, por
apresentarem propriedades farmacoldgicas conhecidas como antioxidantes, possivelmente
controlando assim a proliferacdo celular e desempenhando o bloqueio da oncogénese por
mecanismos que modulam enzimas da via metabolica carcinogénica (Santos, 2017). Os
alcaloides tem como possiveis mecanismos de acdo a capacidade de interacdo com &cidos
nucleicos, principalmente DNA (Bertola, 2014), demonstrando efeitos citotdxicos relacionados
ao acumulo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROSs), efeitos pré-apoptoticos relacionados
com disfuncdo mitocondrial e aumento da clivagem de PARP, todas essas acbes foram
comprovadas in vitro.

O grupo dos terpenos tem como principais mecanismos de acdo a indugdo da apoptose
e da necrose, 0 que tem como consequéncia a parada do ciclo celular, tendo entdo efeito

antiproliferativo.

11



Por fim, a classe dos esteroides também tem grande importancia pois agem por meio de
receptores nucleares e conseguem alterar o nivel de expressao de genes especificos.

As espécies do género Xylopia sdo utilizadas no tratamento de diversas enfermidades,
entretanto existem poucos relatos na literatura sobre a comprovacdo de atividades
farmacoldgicas de X. aromatica. Neste sentido, este estudo tem como proposta avaliar o
potencial antitumoral dos extratos etanolicos e suas fracdes frente as linhagens de células
uroteliais de maior incidéncia de carcinoma de bexiga J82 e MUC3. Assim, este estudo podera
contribuir para um melhor entendimento do funcionamento da X. aromatica, para essa

atividade.

OBJETIVOS
3.1 Objetivos Gerais
Avaliar a atividade antitumoral dos extratos etanolicos brutos e fragdes de sementes e

bagas de Xylopia aromatica.

3.2 Objetivos Especificos
- Preparar os extratos etandlicos brutos;
- Fracionar os extratos etanolico brutos;
- Avaliar a atividade antiproliferativa e citotoxica dos extratos etanolicos bruto e suas

fracdes frente a linhagens de células de carcinoma de bexiga (J82 e UMUC3).

MATERIAIS E METODOS
4.1 Coleta do material vegetal

O material vegetal utilizado, sementes com bagas de Xylopia aromatica, foi adquirido
por doagdo de produtor da regido de Furquim, Estado de Minas Gerais, e pelo Projeto “Plantas
Medicinais e Uteis da Bacia do Rio Doce”, coordenado pelo Prof. Dr. Alberto José Cavalheiro
(1Q-UNESP-Ar), chamada CAPES-FAPEMIG-FAPES-CNPg-ANA 06/2016. Esse material foi
submetido a processo de secagem em estufa de ar circulante, 50 °C, com posterior trituracao,

até o estado de pé fino, em moinho de facas.

4.2 Preparo do extrato etandlico bruto (EEB)
Esse material vegetal triturado foi submetido a extracdo por percolacdo com etanol

(80%), a temperatura ambiente. Em seguida, apds esgotamento da droga, o extrato foi levado
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ao rotaevaporador, em temperatura ndo superior a 50 °C, obtendo o extrato etandlico bruto
(EEB).

4.3 Fracionamento do extrato etandlico bruto (EEB)

Para a obtencéo das fracdes, o EEB foi suspendido em MeOH:H20 (8:2), e submetido
a particdo liquido-liquido em funil de separagdo com hexano, obtendo-se uma fracdo hexanica
e uma fracdo hidroalcodlica. Posteriormente, a fracdo hidroalcodlica foi submetida a nova
particdo liquido-liquido em funil de separacdo com acetato de etila (AcOEt), obtendo-se
novamente uma fracdo hidroalcodlica e uma fracdo acetato etilénica. Por fim, esta fase
hidroalcoodlica foi submetida a extracdo liquido-liquido com n-butanol, originando a fracdo
butandlica e a fase aquosa final.

As fracdes obtidas foram concentradas em rotaevaporador, temperatura ndo superior a
50 °C, retirando-se o solvente.

Esta etapa é ilustrada no fluxograma abaixo (Figura 1).

Figura 2. Fluxograma do processo de obtencdo das fracdes hexanicas, hidroalcoolicas, fracdo

acetatoetilénica e fracdo butanolica.
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Fonte: compilacéo do autor, 2026.
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4.4 Anélise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para a analise de deteccdo das principais classes de metabdlitos secundarios em
cromatografia em camada delgada (CCD), foram utilizadas seis cromatoplacas de silica gel
(GF-254), seguindo metodologia proposta por Rodrigues e colaboradores em 2009.

Do total de seis placas, trés delas foram eluidas com mistura de solvente polar &cido
(acetato de etila: acido férmico: agua, na proporcdo 88:6:6). A quarta placa foi eluida com
mistura de solvente polar basico (tolueno: acetato de etila: dietilamina, na proporg¢éo 70:20:10),
a quinta placa, com eluente apolar (tolueno: acetato de etila, na proporcao 93:7) e a sexta placa
foi eluida com mistura de solvente polar &cido (cloroférmio: metanol: acido acético: dgua 7:3:
0,5: 0,5). Apos eluicdo, as placas foram secas e observadas sob luz ultravioleta (UV), sendo
registrados os resultados.

Para evidenciacdo das principais classes de substancias quimicas presentes no extrato
etandlico bruto de X. aromatica, foram utilizados os seguintes reagentes (Rodrigues, 2009):

- DRG (Reativo de Dragendorff) e acido sulfdrico 10%, aplicados sobre a cromatoplaca
eluida no sistema polar basico para a deteccdo de alcaloides. A presenca de alcaloides €
determinada pela coloracdo marrom;

- Cloreto de aluminio em solucdo metandlica a 5%, aplicado sobre uma das
cromatoplacas eluidas no sistema polar acido para a detec¢do de cumarinas e flavonoides sobre
luz ultravioleta de comprimento de onda de 365 nm. A reacdo positiva para cumarinas é
determinada pela coloracéo azul-verde e para flavonoides, coloracdo amarelo-laranja;

- Hidroxido de potassio (KOH), aplicado sobre a segunda cromatoplaca eluida no
sistema polar acido para a detec¢do de antraquinonas e cumarinas sobre luz UV 365 nm. A
reacdo positiva para antraguinonas é determinada pela colora¢do vermelho-amarela e para
cumarinas, coloracdo azul-verde.

- Solucdo de anisaldeido, aplicada sobre a terceira cromatoplaca eluida no sistema polar
acido para a deteccdo de terpenoides e acidos graxos. A reacdo positiva para terpendides é
determinada pela coloracdo amarelo-marrom e para acidos graxos, coloracdo azul.

- Solucdo de anisaldeido, aplicada sobre cromatoplaca eluida no sistema apolar para a
deteccdo de terpendides e acidos graxos, em que a coloracdo amarelo-marron determina a
presenca de terpendides e a coloragdo azul, acidos graxos.

-NP/PEG (difenilboriloxietilamina/polietilenoglicol), aplicado sobre cromatoplaca
eluida no sistema polar acido para a deteccao de cumarinas (azul-verde) e flavonoides (amarelo,

laranja) sobre luz ultravioleta de comprimento de onda de 365 nm.
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4.5 Linhagens celulares

Para a realizacdo dos experimentos, foram empregadas duas linhagens celulares
humanas de carcinoma urotelial de bexiga de alto grau, J82 e UM-UC-3, obtidas junto ao Banco
de Células do Rio de Janeiro (Brasil). Ambas sdo amplamente utilizadas como modelos in vitro
para investigacdo de mecanismos moleculares associados a tumorigénese e avaliacdo da
atividade antineoplasica de compostos bioativos.

A linhagem J82 é derivada de carcinoma urotelial de alto grau e apresenta trés mutacées
pontuais no gene TP53, sendo duas localizadas no éxon 8 (cddon 271: Glu (GAG) — Lys
(AAGQG); c6don 274: Val (GTT) — Phe (TTT)) e uma no éxon 9 (c6don 320: Lys (AAG) — Asn
(AAC)). J& a linhagem UM-UC-3, caracterizada como carcinoma de alto grau musculo-
invasivo, possui uma mutacdo pontual em TP53, localizada no éxon 4 (codon 113: Phe (TTG)
— Cys (TCG)) (Pandey., 2018; Rieger, 1995). Essas alteragdes genéticas tornam as linhagens
modelos relevantes para estudos relacionados a perda da funcao supressora tumoral da p53 e
resisténcia a agentes quimioterapicos.

Como controle ndo tumoral, foi utilizada a linhagem MRC-5, composta por fibroblastos
pulmonares humanos normais, empregada para avaliar a seletividade citotoxica dos tratamentos
sobre células ndo neoplasicas.

Todas as linhagens foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina G, 100 U/mL
de estreptomicina e 2,5 pg/mL de anfotericina B, visando prevenir contaminacgdes bacterianas
e fangicas. As culturas foram mantidas em estufa a 37 °C, sob atmosfera umidificada contendo
5% de COs..

A manutencdo celular foi realizada mediante subcultivo periédico ao atingirem
aproximadamente 70-80% de confluéncia, utilizando solucdo de tripsina-EDTA para
desprendimento celular. Para os ensaios experimentais, as células foram semeadas na densidade
de 1 x 10° células por pogo, em placas apropriadas para cultura celular, sendo todos os
experimentos conduzidos em triplicata independente, a fim de garantir reprodutibilidade e

confiabilidade estatistica dos dados.

4.6 Avaliacéo da atividade antitumoral dos extratos e suas fragdes

O teste de citotoxicidade XTT (Cell Proliferation Kit Il from ROCHE Diagnostics,
Mannheim, Germany) foi utilizado para avaliar a viabilidade celular. Seis concentra¢des do
extrato e fracOes de X. aromatica foram definidas: 40, 60, 80, 100, 120 e 140pg/mL com base

em estudos (Rosa, 2021). Para a realizacdo do teste, 1,0 x 10°élulas J82 e UMUC3 foram
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semeadas e tratadas com o composto por 24 e 48 horas. Células ausentes de tratamento foram
utilizadas como controle negativo e células tratadas com Cisplatina em concentra¢dao de 10uM
foram utilizadas como controle positivo na linhagem UMUC3. Apos o tratamento as células
foram lavadas com uma solucdo de Hanks (0,4 g de KCI, 0,06 g de KH2PO4, 0,04 g de
Na2HPO4, 0,35 g de NaHCO3, 8 g de NaCl, 1 g de glicose e 1 L de agua Milli-Q) e incubadas
em estufa com o sal tetrazélio XTT (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) por 2 horas
(Almeida et al., 2019). Os experimentos foram realizados em triplicata técnica e atraves da
analise em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 450nm realizamos os célculos como
demonstrado na formula a seguir:

Todos os testes foram conduzidos em triplicata. O célculo utilizado para apresentacdo
dos resultados foi:

) o média das absorbancias
% células viaveis = —— — x 100
média das absorbancias do controle

O software GraphPad Prism 6 serd utilizado nas analises estatisticas dos resultados.
Adotara-se o intervalo de confianca de 95% e as diferencas serdo consideradas significativas

para p < 0,05.

4.7 Calculo da ICso e Indice de Seletividade (IS)

As fraces de acetato de etila e butandlica, obtidas a partir do extrato bruto de Xylopia
aromatica, foram avaliadas quanto a atividade citotoxica frente as linhagens tumorais de bexiga
J82 e UMUCS3, além da linhagem nédo tumoral MRC5 (fibroblastos humanos), com o objetivo
de determinar a concentracao inibitoria de 50% (ICso) e o indice de seletividade (IS). As células
foram cultivadas em meio de cultura DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) e 1% de anfotericina, e mantidas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO:. Apos atingirem
confluéncia adequada, as céelulas foram semeadas em placas de 24 pocos, na densidade de 1 x
10° células/mL, e incubadas por 24 horas para aderéncia.

As fracdes foram diluidas em DMSO e aplicadas nas concentragdes de 100, 120 e 140
ug/mL, baseadas em Rosa (2021) em triplicata técnica para cada linhagem e tempo
experimental. As células foram expostas aos tratamentos por 24 e 48 horas. Células tratadas
com meio e DMSO foram utilizadas como controle de viabilidade (100%) e as concentracdes
de tratamento foram definidas de modo que o teor final de DMSO, no meio de cultura com
diferentes tratamentos, ndo excedesse 1%, a fim de garantir a confiabilidade dos experimentos.

ApoOs 0s respectivos tempos de incubacdo 24h e 48h, foi realizado o ensaio de viabilidade
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celular utilizando o reagente XTT, conforme instruc6es do fabricante. Apds adi¢do do reagente,
as placas foram incubadas por tempo determinado, e a leitura da absorbancia foi realizada
exclusivamente em 450 nm utilizando leitor de microplacas.

Os dados de absorbancia foram convertidos em percentual de viabilidade celular em

relacdo ao controle conforme a formula:

. o média das absorbancias
% células viaveis = —— — x 100
média das absorbancias do controle

Os valores foram utilizados para construcdo de graficos dose-resposta, ¢ a ICso foi
calculada a partir da equacdo da reta obtida por regressao linear simples (y = ax + D),
considerando o ponto de 50% de viabilidade celular (y = 50) para determinar o valor de X
(concentracao correspondente a 1Cso).

O indice de seletividade (IS) foi calculado por meio da razao entre a ICso da linhagem

ndo tumoral (MRCS) e a ICso da linhagem tumoral (J82 ou UMUC3), utilizando a formula:

. IC50 da linhagem nao tumoral (MRC5)
~ ICso da linhagem tumoral (J82 ou UMUC3)

4.8 Avaliacédo da Morfologia Celular

Para avaliar a capacidade da Xylopia aromatica, 1 x 10° células foram plaqueadas em
placas de 12 pocos. Apos 24 horas, as células foram tratadas com as concentracGes de
100pg/mL, 120ug/mL e 140ug/mL de Xylopia aromatica em experimentos de citotoxicidade.
Células nédo tratadas foram utilizadas como controle. Apds o tratamento, as células foram
observadas em microscépio invertido com contraste de fase, no aumento de 200x. As alteracdes
foram fotografadas utilizando uma camera digital com o auxilio de adaptador de camera para

microscopio.

4.9 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram conduzidas utilizando o software GraphPad Prism® 8. Os
experimentos foram realizados em triplicata técnica. A significancia estatistica foi calculada
por meio da andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de comparacdo multipla de
Tukey. Os dados sdo apresentados com a média e o0 desvio padrdo. A significancia estatistica

estabelecida foi p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 ExtracOes

A extracdo realizada teve como objetivo isolar compostos presentes nas sementes/bagas
de X. aromatica, através da moagem de 219,092 g de material inicial. A extragao bruta resultou
em 28,02 g de extrato, o que corresponde a um rendimento de 12,8% em relacdo a massa inicial
de sementes/bagas. A analise do rendimento é crucial, pois fornece uma visdo sobre a eficiéncia
do método utilizado além do isolamento dos componentes desejados a partir do material

vegetal.

5.1.2 Fracionamento a partir do EEB

A partir de 10,04 g de EEB (extrato etandlico bruto), foram realizadas novas extracdes
para obter fragdes em solventes especificos, com o intuito de purificar os compostos isolados e
facilitar a posterior analise.

- Fracdo hexanica: Foram obtidos 3,37 g dessa fracéo, representando um rendimento de
33,5% em relacdo a massa de EEB utilizada. Esta fracdo € normalmente rica em compostos
apolares, como lipidios ou hidrocarbonetos.

- Fracdo de acetato de etila: O fracionamento resultou em 0,27 g desta fragdo, com um
rendimento de 2,6%. A fracdo de acetato de etila geralmente contém compostos de polaridade
intermediaria, como flavonoides ou ésteres.

- Fracdo butanolica: O fracionamento resultou em 0,212 g desta fracdo, com um
rendimento de 2,11%. A fracdo butandlica geralmente contém compostos de alta polaridade,

como flavonoides glicosilados, saponinas e outros metabdlitos fendlicos mais polares.
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5.2 Cromatografia em Camada Delgada

Figura 3 - Cromatoplaca eluida em sistema polar acido, revelada com cloreto de aluminio em
solu¢@o metandlica a 5% e analisada sob luz ultravioleta (A = 365 nm), para a detecc@o de
cumarinas e flavonoides. A reagdo positiva foi caracterizada por coloracdo azul-esverdeada para
cumarinas

Figura 4 - Cromatoplaca eluida em sistema polar &cido, revelada com hidréxido de potéssio
(KOH) e analisada sob luz ultravioleta (A = 365 nm), para a detec¢do de antraquinonas e
cumarinas. A presenca de antraquinonas ndo foi detectada, enquanto cumarinas apresentaram
coloragdo azul-esverdeada.
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Figura 5 - Cromatoplaca eluida em sistema polar &cido, revelada com solucéo de anisaldeido,
utilizada para a deteccgéo de terpenoides e acidos graxos. A reacdo positiva para terpenoides foi
evidenciada por coloragdo amarelo-marrom e, para acidos graxos, por coloragdo azul.

Figura 6 - Cromatoplaca eluida em sistema polar basico, revelada com Reativo de Dragendorff
(DRG) e &cido sulfarico a 10%, utilizada para a detec¢do de alcaloides. A presenca de alcaloides
ndo foi detectada.
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Figura 7 - Cromatoplaca eluida em sistema apolar, revelada com solucdo de anisaldeido, para a
deteccdo de terpenoides e acidos graxos. A presenca de acidos graxos foi indicada por coloracéo

por coloracgdo azul.

Figura 8- Cromatoplaca eluida em sistema polar &cido, revelada com NP/PEG
(difenilboriloxietilamina/polietilenoglicol) e analisada sob luz ultravioleta (A = 365 nm), para a
deteccdo de cumarinas e flavonoides. A reacdo positiva foi observada pela coloracdo amarelo a
alaranjada para flavonoides.
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De acordo com os testes realizados, chegou-se aos resultados representados
na tabela abaixo:

Tabela 1: Teste de cromatografia em camada delgada apresentando os principais metabolitos
secundarios presentes nas sementes/bagas de Xylopia aromatica.

Sistema Eluente  Revelador Classe Coloragéo Indicativa Detectado
Polar basico Dragendorff Alcaloides Marrom -
Polar acido AlCls Flavonoides Amarelo-laranja -
Polar acido AlCls Cumarinas Azul-verde +
Polar &cido KOH Antraguinonas Vermelho-amarela -
Polar &cido KOH Cumarinas Azul-verde +

Apolar Anisaldeido Terpenoides Amarelo-marrom +
Apolar Anisaldeido Acidos graxos Azul +
Polar &cido NP/PEG Flavonoides Amarelo / Laranja +
Polar acido NP/PEG Cumarinas Azul-verde -

Tabela 1: Deteccdo de classes de metabdlitos secundarios por cromatografia em camada
delgada (CCD) utilizando diferentes sistemas eluentes e reagentes reveladores. As coloracoes
observadas ap0s revelacdo indicam a possivel presenca das seguintes classes quimicas:
marrom para alcaloides (reagente de Dragendorff); amarelo-laranja ou amarelo/laranja para
flavonoides (AICl; ou NP/PEG); azul-verde para cumarinas (AICls ou KOH); vermelho-
amarela para antraquinonas (KOH); amarelo-marrom para terpenoides (anisaldeido); e azul
para acidos graxos (anisaldeido). O simbolo (+) indica presenca e (—) auséncia dos metabolitos
nas condices analisadas.

5.3 Teste de Citotoxicidade

As linhagens celulares de carcinoma de bexiga J82 e UMUCS3 foram tratadas com o
extrato bruto e as fracdes hexanica, acetato de etila e butandlica, nas concentracdes de 40, 60,
80, 100, 120 e 140ug/mL. A cisplatina (10 pM), utilizada como controle positivo, apresentou
reducdo acentuada da viabilidade. A avaliacdo da linhagem J82 (Figuras 9, 10, 11 e 12)

demonstrou que, apos 24 horas de tratamento, as concentra¢des de 100 pug/mL, 120 pg/mL e
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140pg/mL reduziram a viabilidade celular em relagéo ao grupo controle de 51 a 75%. Logo, as
concentragdes 100 pg/mL, 120 pg/mL e 140pg/mL e foram indicadas para a realizagdo dos
testes subsequentes. A avaliacdo da linhagem celular UMUCS3 (Figuras 13, 14, 15 e 16) apds
24 horas de tratamento, demonstrou que 0s grupos tratados com as concentracoes de 80 pg/mL,
100 pg/mL, 120 pg/mL e 140pg/mL apresentaram reducdo da viabilidade celular em relagéo
ao grupo controle de 49-65% para o extrato bruto e a fracdo hexanica. Ja a fracdo de acetato de
etila apresentou maior redugdo na viabilidade celular em todas as concentracOes testadas,
chegando préximo da reducdo apresentada pela Cisplatina em relacdo ao grupo controle de
45%.

A variabilidade de resposta observada nos ensaios de citotoxicidade entre as linhagens
J82 e UMUCS3 pode estar relacionada as diferencas intrinsecas no perfil molecular e no
comportamento bioldgico dessas células. Ambas derivam de carcinoma urotelial de bexiga,
porém apresentam caracteristicas geneticas e fenotipicas distintas, que influenciam diretamente
sua sensibilidade a agentes citotoxicos.

A linhagem J82 é frequentemente descrita como mais agressiva, apresentando elevada
taxa proliferativa e alteragcGes moleculares associadas a progresséo tumoral, incluindo mutacdes
em genes reguladores do ciclo celular e da apoptose. Essas caracteristicas podem conferir maior
resisténcia a compostos que atuam predominantemente por inducéo de dano celular ou bloqueio
proliferativo, exigindo concentracdes mais elevadas para reducéo significativa da viabilidade.

Por outro lado, a UMUC3 também representa um fenotipo de alto grau, porém com
perfil molecular distinto, incluindo diferencas na expressao de proteinas envolvidas em vias de
sobrevivéncia celular, como sinalizacdo PISK/AKT e regulacdo de p53. Dependendo do
mecanismo de acdo do extrato ou fracBes avaliadas, essas particularidades podem tornar a
linhagem mais suscetivel a inducdo de apoptose ou a modulacdo do ciclo celular, o que
explicaria a maior reducéo de viabilidade observada em determinadas concentracdes.

Assim, a divergéncia nos perfis de citotoxicidade reforca a importancia da utilizacao de
multiplas linhagens celulares em estudos antitumorais, uma vez que a resposta terapéutica é
fortemente influenciada pelo contexto molecular especifico de cada modelo tumoral.

Com base nesses resultados iniciais, a fracdo de acetato de etila e, posteriormente, a
fracdo butandlica, apds etapa adicional de extracdo e testes preliminares, foram selecionadas
para a continuidade dos ensaios por apresentarem 0s melhores resultados em termos de
atividade bioldgica. As Figuras 17 e 18 mostram as curvas dose-resposta dessas fragdes nas na
linhagem ndo tumoral MRC5. A avaliacdo paralela da linhagem ndo tumoral MRC5 foi

realizada com o objetivo de comparar a citotoxicidade das fragdes em células normais e
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tumorais, permitindo o célculo do indice de seletividade (1S). Os resultados demonstraram que

ambas as fragdes também reduziram a viabilidade das células MRC5 de maneira semelhante a

observada nas linhagens tumorais, especialmente apds 48 horas de exposi¢do nas concentraces

de 100 pg/mL, 120 pug/mL e 140 pg/mL Consequentemente, os valores de indice de seletividade

obtidos foram baixos, indicando auséncia de seletividade significativa das fragdes pelos

modelos tumorais avaliados. Esses achados sugerem que, embora as fracdes apresentem

atividade citotoxica relevante, seu efeito ndo é especifico para células neoplasicas, o que pode

limitar sua aplicagdo terapéutica direta sem etapas adicionais de fracionamento ou isolamento

dos compostos bioativos responsaveis pela atividade observada. Todos os testes foram

realizados em triplicata, correspondendo a replicatas técnicas obtidas a partir da mesma

preparacdo experimental.
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Figura 9: Ensaio de citotoxicidade referente a linhagem celular J82 derivada do carcinoma de
bexiga ap6s 24 e 48 horas de tratamento com extrato bruto, derivado da X.aromatica,
respectivamente, * p > 0,05 comparado com o CNT. CNT: controle ndo tratado. CIS: Cisplatina-
10uM.
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Figura 10: Ensaio de citotoxicidade referente a linhagem celular J82 derivada do carcinoma de
bexiga apds 24 e 48 horas de tratamento com a fragdo hexanica derivado da X. aromatica,
respectivamente, * p > 0,05 comparado com 0 CNT. CNT: controle ndo tratado. CIS: Cisplatina-
10puM.
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Figura 11: Ensaio de citotoxicidade referente a linhagem celular J82 derivada do carcinoma de
bexiga apés 24 e 48 horas de tratamento com a fragdo de acetato de etila derivado da
X.aromatica, respectivamente, * p > 0,05 comparado com 0 CNT. CNT: controle ndo tratado.
CIS: Cisplatina- 10puM.
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Figura 12: Ensaio de citotoxicidade referente a linhagem celular J82 derivada do carcinoma de
bexiga apds 24 e 48 horas de tratamento com a fracdo butandlica derivado da X.aromatica,
respectivamente, * p > 0,05 comparado com o0 CNT. CNT: controle ndo tratado. CIS: Cisplatina-
10uM
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Figura 13: Ensaio de citotoxicidade referente a linhagem celular UMUC3 derivada do
carcinoma de bexiga apds 24 e 48 horas de tratamento com extrato bruto derivado da
X.aromatica, respectivamente, * p > 0,05 comparado com o CNT. CNT: controle ndo tratado.
CIS: Cisplatina- 10puM.
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XTT 24h - Fracao Hexanica (UMUC3) XTT 48h - Fragao Hexanica (UMUC3)
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Figura 14: Ensaio de citotoxicidade referente a linhagem celular UMUC3 derivada do
carcinoma de bexiga ap6s 24 e 48 horas de tratamento com a fracdo hexanica derivado da
X.aromatica, respectivamente, * p > 0,05 comparado com o CNT. CNT: controle ndo tratado.
CIS: Cisplatina- 10puM.

XTT 24h - Fragao Acetato de Etila (UMUC3)  XTT 48h - Fragao Acetato de Etila (UMUC3)
1504 150

100

100+

50— 50

% células viaveis
% células viaveis

CNT CIS 40 60 80 100 120 140 CNT CIS 40 60 80 100 120 140

Concentragédo (ug/mL) Concentragao (ug/mL)

Figura 15: Ensaio de citotoxicidade referente a linhagem celular UMUC3 derivada do
carcinoma de bexiga ap0s 24 e 48 horas de tratamento com a fracdo acetato de etila derivado da
X.aromatica, respectivamente, * p > 0,05 comparado com o CNT. CNT: controle nédo tratado.
CIS: Cisplatina- 10pM.

XTT 24h - Fragio Butanélica (UMUC3) XTT 48h - Fragdo Butanélica (UMUC3)
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Figura 16: Ensaio de citotoxicidade referente a linhagem celular UMUC3 derivada do
carcinoma de bexiga ap6s 24 e 48 horas de tratamento com a fracdo butandlica derivado da
X.aromatica, respectivamente, * p > 0,05 comparado com o CNT. CNT: controle ndo tratado.
CIS: Cisplatina- 10puM.
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Figura 17: Ensaio de citotoxicidade referente a linhagem celular ndo tumoral MRC5 ap6s 24 e
48 horas de tratamento com a frag8o acetato de etila derivado da X.aromatica, respectivamente,
*p > 0,05 comparado com 0 CNT. CNT: controle ndo tratado. CIS: Cisplatina- 10uM.
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Figura 18: Ensaio de citotoxicidade referente a linhagem celular ndo tumoral MRC5 ap6s 24 e
48 horas de tratamento com a fracdo butandlica derivado da X.aromatica, respectivamente, * p
> 0,05 comparado com 0 CNT. CNT: controle ndo tratado. CIS: Cisplatina- 10uM.

5.4 Calculo da ICs e Indice de Seletividade (IS)
5.4.1 - Linhagem UMUC3

Tabela 2 — Valores de Concentracdo Inibitéria Média de 50% (IC50) e indice de
Seletividade (IS) das fracGes acetato de etila e butandlica de Xylopia aromatica na
linhagem tumoral UMUCS3 apds 24 e 48 horas de exposi¢éo.

1C50 IC50 IS
Fracao Tempo (ug/mL) MRC5 (MRC5/
Hg/mL, (referéncia) UMUC3)
Acetato de 24 131,90 157,82 1,19
Etila horas
Acetato de 43 318,40 59,34 0,18
Etila horas
Butanolica 24 554,38 185,30 0,33
horas
Butanolica 48 274,11 222,62 0,81
horas
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5.4.2 - Linhagem J82

Tabela 3 — Valores de Concentracdo Inibitoria Média de 50% e indice de Seletividade
das fracdes acetato de etila e butandlica de Xylopia aromatica na linhagem tumoral J82

apos 24 e 48 horas de exposicao.

e50 1C50 B
Fracéo Tempo (ug/mL) MRC5 (MRC5
HEmL, (referéncia) 1382)
Acetato de 24 151,09 157,82 1,04
Etila horas
Acetato de 48 198,58 59,34 0,29
Etila horas
Butanélica h24 204,29 185,30 0,90
oras
Butanélica h48 22878 222 62 0,97
oras

5.5 Avaliacdo da morfologia celular

Foi realizado uma analise qualitativa da morfologia celular apés o tratamento com

diferentes concentracdes de X.aromatica, observando reduc¢éo da densidade celular de maneira

dose-dependente nas linhagens celulares UMUC3 (Figura 13) e J82 (Figura 14). Além disso,

observa-se que o tratamento levou a alteragdes na morfologia celular, com o aparecimento de

extensdes celulares longas, aparéncia irregular na forma das células, células arredondadas,

células mortas e debris celulares.

CNT

100ug/mL

120ug/mL

140ug/mL

UM-UC-3
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Figura 19 — Alteracoes morfologicas observadas na linhagem UMUC3 apo6s 24, 48 e 72 horas
de tratamento com a fracdo butandlica.
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Figura 20 — Alteracbes morfologicas observadas na linhagem J82 apds 24, 48 e 72 horas de
tratamento com a fracéo butandlica.

6 DISCUSSAO

Extratos sdo manipulacdes concentradas que podem estar na forma liquida, viscosa ou
em po e que sdo feitos a partir das partes secas da planta através de alguns métodos ja
predefinidos na literatura cientifica (Schulz, 2002). A extracdo ocorre através de processo
fisico-quimico de transferéncia de massa, em que os sélidos sollveis e volateis sdo extraidos
por meio do contato entre o solvente e os solidos (Clarke, 1985). Os resultados da extracao de
Xylopia aromatica podem ser discutidos com base no estudo realizado por Karoline P. C. et al.
(2021). A extracdo por percolacdo gerou um rendimento de 12,8% de extrato bruto a partir das
sementes/bagas, com obtencéo de fracdo hexanica, fracdo de acetato de etila e fracdo butanolica,
apresentando rendimentos de 33,5%, 2,6% e 2,11%, respectivamente.

Ao analisar a porcentagem dos rendimentos, embora uma fracdo da massa inicial tenha
sido convertida em extrato, ainda hd uma quantidade consideravel de material que ndo foi
extraido. Isso pode ter ocorrido devido a diversos fatores, como a natureza quimica dos
compostos desejados, a técnica de extracdo utilizada e as condigdes de temperatura e tempo,
uma vez que as condi¢des em que o0 processo de extracdo e realizado e a qualidade da mateéria-
prima vegetal influenciam o rendimento da extragdo (Wongkittipong, 2004; Schulz, 2002).

A andlise fitoquimica preliminar por cromatografia em camada delgada (CCD) revelou

a presenca de cumarinas, flavonoides, terpenoides e acidos graxos, demonstrando a ampla
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diversidade metabélica da espécie. Estudos fitoquimicos prévios com espécies do mesmo
género também demonstraram a ocorréncia de flavonoides, terpenoides e outros metabdlitos
fendlicos, reforcando que a espécie analisada apresenta perfil quimico compativel com o ja
descrito na literatura (Oliveira, 2012). Sob a perspectiva da farmacognosia, a identificagdo
dessas classes apresenta informagdes relevantes tanto para a caracterizagdo quimica da espécie
quanto para o entendimento de seu possivel valor terapéutico.

As cumarinas constituem uma classe de compostos naturais caracterizados pelo nucleo
benzopirdnico (2H-cromen-2-ona), amplamente distribuidos em plantas e estudados por sua
relevancia na quimica medicinal. Essa estrutura basica permite interacdes com diferentes
enzimas e receptores biologicos, o que justifica o crescente interesse cientifico no
desenvolvimento de derivados com variados perfis farmacologicos, incluindo propriedades
antioxidantes, anti-inflamatodrias e antiumoral (Franco, 2021).

Ja os flavonoides séo caracterizados por possuirem 15 carbonos (C6—C3-C6) em sua
estrutura, organizados em dois anéis aromaticos (A e B) conectados por um heterociclo de trés
carbonos (anel C), permitindo elevada capacidade de doacdo de elétrons e estabilizacdo de
radicais livres. O namero e a posicdo dos grupos hidroxila influenciam diretamente sua
polaridade e atividade bioldgica (Simdes, 2017).

Os terpenoides derivam de unidades de isopreno (C5H8) e apresentam elevada
variabilidade estrutural e lipofilicidade, podendo ser classificados em mono-, sesqui-, di- e
triterpenos conforme o nimero de unidades isoprénicas. Essa caracteristica estrutural favorece
sua interagdo com membranas biologicas e proteinas transmembrana (Dewick, 2009).

Por fim, os acidos graxos sdo compostos formados por cadeias de hidrocarbonetos de
comprimento variavel associadas a um grupo carboxilico terminal. Dependendo do grau de
saturacdo (saturados ou insaturados), apresentam diferencas estruturais que influenciam sua
fluidez e reatividade quimica. Em sistemas biologicos, desempenham papel fundamental na
composicdo da bicamada lipidica das membranas celulares e podem atuar como moduladores
de vias metabdlicas e inflamatorias, especialmente quando presentes em fracdes lipofilicas de
extratos vegetais (Dewick, 2009).

Apos a andlise isolada de cada fracdo, foi observado que a fragdo hexanica concentrou
predominantemente terpenoides e acidos graxos, em virtude de sua baixa polaridade.
Terpenoides sdo compostos estruturalmente baseados em cadeias isoprenoides que conferem
carater hidrofdbico e alta afinidade por ambientes lipidicos (Dewick, 2009). Essa caracteristica
estrutural favorece sua insercdo em membranas bioldgicas, podendo alterar fluidez e

permeabilidade celular. Os acidos graxos, constituidos por cadeias hidrocarbonadas com grupo
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carboxilico terminal, também apresentam comportamento lipofilico quando néo esterificados.
Do ponto de vista farmacoldgico, essas classes podem atuar na modulacdo de processos
inflamatorios, na integridade de membranas mitocondriais e na regulacao de vias associadas ao
metabolismo lipidico, influenciando a homeostase celular.

A fracdo acetato etilénica, de polaridade intermediaria, apresentou presenca de
cumarinas e flavonoides menos polares, possivelmente em suas formas agliconas. A estrutura
benzopirbnica das cumarinas permite interagdes com enzimas oxidativas e proteinas
reguladoras do ciclo celular, enquanto flavonoides agliconas, por ndo apresentarem agucares
ligados, exibem maior lipofilicidade e, consequentemente, maior capacidade de atravessar
membranas celulares (Franco, 2021; Simdes, 2017). Essa caracteristica estrutural pode
justificar a maior atividade observada para essa fracdo nos ensaios bioldgicos, uma vez que
compostos de polaridade intermediaria tendem a apresentar melhor permeabilidade celular.

No contexto da atividade antitumoral, as cumarinas tém sido descritas na literatura como
compostos capazes de atuar por multiplos mecanismos moleculares. Entre 0s mecanismos
propostos, destaca-se a inducdo de apoptose por meio da via mitocondrial intrinseca,
caracterizada pelo aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial, liberacdo de
citocromo ¢ e subsequente ativacdo de caspases envolvidas na execucdo da morte celular
programada. Estudos também sugerem que esse processo pode ocorrer de maneira independente
do status funcional da proteina p53, aspecto particularmente relevante em tumores que
frequentemente apresentam mutagGes nesse gene supressor, Como 0s carcinomas uroteliais
(Franco, 2021). No presente estudo, embora ndo tenham sido avaliados diretamente 0s eventos
moleculares associados a apoptose, a atividade citotoxica observada para as fracdes ricas em
cumarinas € consistente com os efeitos bioldgicos previamente relatados para essa classe de
metabolitos. Além disso, derivados cumarinicos podem promover blogueio ou modulacéo do
ciclo celular, resultando no acumulo de células em fases como GO/G1 ou G2/M, contribuindo
para a reducao da proliferacdo celular. A interferéncia em quinases regulatérias e proteinas
envolvidas na progressdo do ciclo celular reforca o potencial dessas moléculas como
moduladores de crescimento tumoral.

A fracdo butandlica, mais polar, evidenciou principalmente flavonoides polares,
possivelmente glicosilados. A glicosilacdo ocorre pela ligacdo de aguUcares a estrutura
flavonoidica, aumentando a polaridade e a solubilidade em solventes como o n-butanol.
Estruturalmente, essa modificagdo influencia propriedades como estabilidade e comportamento
farmacocinético in vitro, podendo afetar a forma como a molécula interage com sistemas

celulares.
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Flavonoides sdo reconhecidos por sua capacidade de interferir no estado redox celular,
atuando tanto como sequestradores de espécies reativas de oxigénio quanto como moduladores
de sistemas antioxidantes endogenos. Em células neoplésicas, alteracdes no balanco oxidativo
estdo intimamente relacionadas a sustentacdo da proliferacdo e a evasdo de mecanismos de
morte celular. Nesse contexto, ha evidéncias de que compostos dessa classe possam impactar
rotas de sinalizacdo intracelular sensiveis ao status redox, incluindo as vias PI3K/Akt e MAPK,
conhecidas por participarem da regulacdo do crescimento, da sobrevivéncia e da apoptose
(Amado, 2011). Embora tais eventos moleculares ndo tenham sido diretamente investigados
neste trabalho, a reducdo da viabilidade celular observada nas amostras analisadas € coerente
com os efeitos antitumorais ja descritos para flavonoides em diferentes modelos experimentais.

Nas linhagens UMUC3 e J82, caracterizadas por alteracbes em vias de controle
proliferativo, a interferéncia nessas rotas pode contribuir para a diminuicdo da viabilidade
celular observada nos ensaios. Além disso, flavonoides podem influenciar a expressdo de
proteinas reguladoras do ciclo celular e da apoptose, refor¢cando o potencial da fragao butandlica
em promover efeitos antiproliferativos.

Assim, a distribuicdo dos metabdlitos entre as fragcOes esta diretamente relacionada as
suas caracteristicas estruturais e propriedades fisico-quimicas, evidenciando coeréncia entre a
estratégia de fracionamento empregada e o perfil quimico obtido. As fragdes que apresentaram
maior atividade bioldgica, acetato de etila e butanolica, foram justamente aquelas enriquecidas
em compostos fenolicos, reconhecidos por sua capacidade de modular processos oxidativos,
vias de sinalizacdo intracelular e mecanismos de morte celular programada.

Dessa forma, além de sustentar a caracterizacdo farmacognostica da espécie, 0s
resultados permitem estabelecer uma base quimica consistente para os efeitos citotoxicos
observados nas linhagens UMUC3 e J82, direcionando futuras etapas de isolamento e
identificacdo dos compostos responsaveis pela atividade antitumoral.

A avaliacdo inicial da atividade antitumoral foi realizada por meio do ensaio de
viabilidade celular (XTT), no qual todas as fracdes obtidas a partir do extrato bruto de Xylopia
aromatica foram testadas frente as linhagens tumorais de bexiga UMUC3 e J82, nas
concentragdes de 40, 60, 80, 100, 120 e 140 pg/mL. De maneira geral, observou-se que as
fracdes apresentaram perfis distintos de atividade citotdxica, com reducéo da viabilidade celular
dependente da concentragdo e da linhagem avaliada. A fragdo hexanica demonstrou efeito
citotoxico moderado e pouco consistente, com redu¢Ges moderadas da viabilidade, enquanto o
extrato bruto apresentou atividade intermedidria. Em contrapartida, as fraces de acetato de

etila e butanolica destacaram-se por promoverem reducGes mais expressivas na viabilidade
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celular, principalmente nas maiores concentragdes testadas, indicando maior potencial
biol6gico dessas amostras.

A busca por agentes antitumorais com maior especificidade e menores efeitos colaterais
tém impulsionado a investigacdo de novas moléculas provenientes de produtos naturais como
alternativas para o tratamento de canceres (Sheng, 2011). Nesse contexto, apds analise
comparativa dos resultados de viabilidade celular, optou-se por prosseguir com 0s ensaios
subsequentes utilizando apenas as fracGes de acetato de etila e butandlica, por terem
apresentado os efeitos citotdxicos mais relevantes e consistentes entre todas as amostras
avaliadas. Além disso, foram selecionadas as trés melhores concentracées testadas (100, 120 e
140 png/mL), por representarem a faixa em que se observou maior resposta biologica, permitindo

uma avaliagdo mais aprofundada do potencial antitumoral dessas fragdes.

A analise da citotoxicidade das fracGes de Xylopia aromatica revelou uma variacao
expressiva na poténcia biolégica, com destaque para a fragdo de acetato de etila, que apresentou
os menores valores de I1Cso de 131,9 pg/mL na linhagem UMUC3 e 151,09 pug/mL 151,09
ug/mL na linhagem J82. No entanto, sob uma perspectiva critica e comparativa com os critérios
estabelecidos pelo National Cancer Institute (NCI) dos EUA, que considera extratos e fracGes
como promissores apenas quando apresentam ICso < 30 pug/mL, 0s valores obtidos situam-se
em uma faixa de baixa a moderada poténcia citotdxica. A literatura indica que o género Xylopia
¢ uma fonte rica em alcaloides isoquinolinicos e acetogeninas, compostos frequentemente
associados a atividades antitumorais potentes em concentragdes significativamente menores. O
fato de os valores observados neste estudo serem superiores a 100 pg/mL sugere que 0S
principios ativos presentes nas sementes podem estar em concentracdes reduzidas dentro das
fracdes testadas, ou que a sensibilidade das linhagens de carcinoma urotelial (UMUC3 e J82) a
esses metabolitos especificos € limitada. Ademais, a discrepancia de poténcia entre a fracao de
acetato de etila e a fracdo butanolica (ICso de 554,38 pg/mL na linhagem UMUC3) reforga que
0s compostos com potencial bioldgico nestas sementes possuem polaridade intermediaria, uma
vez que solventes mais polares, como o n-butanol, tendem a arrastar aclcares e outros

constituintes primarios que podem diluir a atividade citotoxica.

Entretanto, diferentemente do perfil esperado para candidatos com potencial
terapéutico, as fragdes de acetato de etila e butandlica ndo demonstraram seletividade para
celulas tumorais, uma vez que ambas promoveram reducao da viabilidade também na linhagem

ndo tumoral MRC5 em todas as concentragdes testadas. O indice de seletividade (1S), calculado
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a partir da razdo entre a concentragdo citotoxica em células ndo tumorais e em células tumorais
(IS = CCso ndo tumoral / CCso tumoral), permaneceu inferior a 1 na maioria das condicoes
experimentais, indicando auséncia de preferéncia citotdxica por células neoplasicas e, em
alguns casos, maior sensibilidade das células normais. De acordo com o NCI e diversos estudos
de triagem farmacoldgica, valores de IS superiores a 2 ou 3 sdo geralmente considerados
indicativos de seletividade biolégica relevante, enquanto valores préximos ou inferiores a 1,

como o0s observados neste trabalho, refletem um perfil citotéxico pouco discriminatorio.

A baixa seletividade observada tem implicaces farmacoldgicas diretas, uma vez que a
eficacia terapéutica de agentes antineoplasicos esta intrinsecamente relacionada a sua
capacidade de atingir preferencialmente células tumorais, preservando, na maior medida
possivel, tecidos saudaveis. Compostos com citotoxicidade ndo seletiva tendem a apresentar
uma janela terapéutica reduzida, na qual as concentracfes necessarias para inibir o crescimento
tumoral se aproximam ou se sobrepdem as concentracfes que causam dano a células normais,
aumentando o risco de efeitos adversos sistémicos. Em um cenario clinico, esse perfil poderia
se traduzir em toxicidade hematoldgica, gastrointestinal ou tecidual, limitando a dose maxima
tolerada e, consequentemente, a eficacia do tratamento. Além disso, a auséncia de seletividade
compromete a relacdo risco—beneficio do composto, um dos principais critérios considerados
em etapas de desenvolvimento pré-clinico e clinico. Farmacos antitumorais que ndo apresentam
diferenca significativa de sensibilidade entre células normais e tumorais tendem a ser
descontinuados ou requerem estratégias adicionais, como modificacdo estrutural, sistemas de
liberacdo direcionada ou uso em terapias combinadas, para alcancar um perfil terapéutico

aceitavel.

Apesar dessa limitacdo, a atividade citotoxica observada indica que as fracGes de acetato
de etila e butandlica contém metabdlitos com potencial bioldgico relevante, o que justifica a
continuidade dos estudos com abordagens voltadas ao isolamento de compostos individuais e a
avaliacdo de sua seletividade. A identificacdo de moléculas com maior especificidade para
células tumorais poderd permitir a exploracdo desses metabdlitos como protétipos para o

desenvolvimento de novos agentes antineoplasicos com melhor perfil farmacolégico.

As alteragBes morfoldgicas celulares, avaliadas apds 24, 48 e 72 horas de exposicao,
revelaram caracteristicas associadas a comprometimento da integridade celular, como retracéo,

perda de aderéncia, irregularidade no formato e reducdo do volume celular, especialmente nas
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concentragdes mais elevadas (120 e 140 ug/mL). Essas modificacdes foram observadas em
ambas as linhagens tumorais, indicando que as fragdes testadas exerceram efeito biolégico
mensuravel mesmo sem evidéncia de seletividade. Em conjunto com a reducdo da atividade
metabdlica detectada pelo ensaio de XTT, tais achados sugerem diminuigcdo da viabilidade
celular ao longo do tempo de tratamento. Embora alteracbes morfoldgicas semelhantes ja
tenham sido descritas em processos de morte celular programada, os métodos empregados neste
estudo ndo permitem confirmar o tipo de morte celular envolvido nem a ativacdo de vias
moleculares especificas (Elmore, 2007; Green, 2015).

Em conjunto, os resultados mostram que as fracbes de Xylopia aromatica,
especialmente as fracOes de acetato de etila e butandlica, apresentam atividade antitumoral
significativa in vitro frente as linhagens UMUCS3 e J82, atuando na viabilidade celular e na
indugdo de alteragcdes morfologicas compativeis com morte celular. No entanto, a auséncia de
seletividade frente a linhagem n&o tumoral (1S < 1) limita sua aplicagéo direta como fitoterapico
ou quimioterapico. Em suma, os dados reforcam o potencial dessas fragdes como fonte de
moléculas bioativas, que apos purificacdo, fracionamento ou modificacdo estrutural, poderao
apresentar melhor perfil de seletividade e seguranca. Estudos adicionais de isolamento,

caracterizacao e testes mecanisticos sdo necessarios para validar esse potencial.

7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que as sementes e bagas de Xylopia aromatica
constituem uma fonte relevante de metabdlitos secundarios com potencial atividade
antitumoral. O processo de extracdo e fracionamento permitiu a obtencdo de fracBes com
diferentes rendimentos e perfis quimicos, sendo as fracdes de acetato de etila e butandlica as
que apresentaram maior atividade citotoxica frente as linhagens tumorais UMUC3 e J82.

A caracterizacao preliminar por cromatografia e a comparacdo com dados da literatura
indicam que compostos como cumarinas, terpendides e flavonoides podem estar associados aos
efeitos bioldgicos observados, reforcando a importancia das etapas de fracionamento na
prospeccao de substancias bioativas. A determinag¢do dos valores de ICso confirmou a maior
poténcia da fracdo de acetato de etila, enquanto a fracdo butandlica também se mostrou

promissora do ponto de vista farmacogndstico.

Entretanto, a auséncia de seletividade frente a linhagem ndo tumoral indica que as
fracGes ainda ndo apresentam perfil adequado para aplicacdo terapéutica direta. Deve-se

considerar, ainda, como limita¢do do estudo, o uso do modelo in vitro bidimensional (2D), que
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ndo reproduz plenamente a complexidade do microambiente tumoral in vivo, como interagdes
celulares e influéncia do estroma tumoral. Conclui-se que a Xylopia aromatica apresenta
potencial como fonte de compostos com atividade antitumoral, sendo necessarios estudos
adicionais de isolamento, identificacdo quimica e avaliacdo farmacolégica em modelos mais

complexos para viabilizar seu desenvolvimento futuro.
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