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Introducéo

O Araticum (Annona crassiflora) € um fruto tipico do cerrado brasileiro e ocorre na regido do norte de Minas
Gerais (EGYDIO, 2013). Algumas andlises fitoquimicas foram realizadas com a polpa do fruto e resultaram na
identificagdo de substéncias bioativas isoladas a partir do extrato organico. Essas substéncias apresentaram atividade
anti-oxidante (BRAGA FILHO, 2014), demonstrando o potencial terapéutico dessa espécie (ROESLER, 2011).
Os efeitos do extrato bruto, assim como as fragdes do Araticum sobre o fenétipo das células do carcinoma epidermoide
de boca (CEB), ainda ndo sdo conhecidos.Assim, este estudo teve por objetivo avaliar o potencial antineoplasico de
fragbes do Araticum sobre comportamento in vitro de células de CEB, com énfase na atividade proliferativa e
modulac&o do ciclo celular.

Material e métodos

A. Preparacéo dos extratos

O fruto Annona crassiflora foi colhido na regido do cerrado na cidade de Montes Claros, e foi feita
identificacdo da espécie por taxonomista. A polpa do fruto foi separada e, posteriormente, liofilizada. O produto
liofilizado foi triturado, pesado e submergido em etanol 99% em recipientes de vidro &mbar, conservados em local
escuro e seco por 10 dias. Apods esse periodo, 0 extrato foi reduzido no rotaevaporador. Posteriormente, foi redizada a
filtrac8o em funil de vidro, com papel de filtro qualitativo. O extrato bruto foi levado a estufa de circulagéo forcada de
ar a40°C + 5 até a completa evaporacdo do solvente.

B. Fracionamento do extrato bruto

Para o fracionamento do extrato bruto, este passou por ciclos em diferentes solventes na seguinte ordem:
Hexano, diclorometano, Acetato de Etila e Butanol, objetivando separar as moléculas com diferentes polaridades. Foi
colocado 1g. de extrato bruto em um recipiente para maceracdo com o primeiro solvente (30 ml de Hexano) e
macerado por 10 minutos. Apds esse tempo, o sobrenadante foi colocado em uma placa de vidro. Esse procedimento
foi repetido mais duas vezes atingindo 90 ml de sobrenadante. O sobrenadante foi acondicionado em placa de vidro e
colocado na estufa de secagem e circulagéo a 40 graus para evaporagdo. O mesmo procedimento usado para o solvente
Hexano foi usado também para os outros solventes usando a mesma massa de extrato bruto. Cada fragéo foi deixada
para desidratar por 24h. Depois desse periodo, foi feita a raspagem das placas de vidro para pesar a fragdo desidratada
em tubos tipo eppendorf.

C. Diluicao da fracdo para ensaios fenotipicos

As fragdes foram diluidas no veiculo DM SO e posteriormente em meio de cultura DMEM/F12 (Gibco, USA),
obtendo-se as concentracBes 10ug/ml e 100ug/ml. As concentracBes foram obtidas a partir da diluicdo seriada da
solucdo estoque em DM SO 100%, sendo que a concentragdo do veiculo, em cada diluic8o, foi inferior a 0,1%, visando
evitar atoxicidade das células pelo DM SO.

D. Cultivo celular

Células da linhagem celular imortalizadas de CEB, SCC-9 (ATCC Cell Bank, USA), foram cultivadas em
meio de cultura DMEM/F12 contendo 10% de soro fetal bovino, 400ng/ml de hidrocortisona e 1% de antibiético
penicilinalestreptomicina (Gibco, USA), mantidas em incubadora umidificada a 370C e 5 % de CO2. Tal linhagem foi
tratada com a fragdo butanol do fruto, nas concentragoes 10ug/ml e 100ug/ml, durante 24h. Tal fragdo foi selecionada
para teste em relacéo as demais, por apresentar maior solubilidade no veiculo DMSO. Anteriormente, foi realizada uma
curva dose-resposta para estabel ecer a concentragéo da fracéo e o tempo de tratamento.
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E. Ensaio de proliferacao celular

4 e cultivados por 24 horas para estabelecer uma monocamada de céulas aderentes
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F. Andlise do ciclo celular

O ciclo celular foi avaliado pela quantificagdo do DNA total, nas diferentes fases GO/G1, S e G2/M. Apbs
o0s tratamentos experimentais, as células foram tripsinizadas e os pellets foram fixados em etanol 70% (v:v), durante 2 h
a 4°C. Em seguida, foram lavadas com solucdo tamp&o PBS 1X e incubadas com 50 ?g/mL RNase A por 30 min a
37°C. O material genético foi marcado com 50 ?g/mL Pl por 30 min a temperatura ambiente (Liu et al., 2011). Um
minimo de 10.000 eventos foi analisado para cada amostra, em um citbmetro de Fluxo Beckman Coulter. As
porcentagens médias de células nas diferentes fases do ciclo foram determinadas através do software Kaluza (Beckman
Coulter. USA). Somente as células que apresentaram contelido de DNA entre 2n-4n foram consideradas na andlise do
ciclo celular.

G. Analises estatisticas

Os resultados foram tabulados e analisados no software estatistico SPSS®, versdo 18.0, para Windows. Foi
utilizado o teste Anova One-Way, com nivel de significancia p<0,05.

Resultados e discusséo
A. A fracgéo butanol do Araticum reduz a proliferacéo de células de CEB

A proliferacdo das células SCC-9 (Fig. 1A) tratadas com 10 ug/mL e 100 ug/mL da fragdo butanol
demonstrou um comportamento fenotipico distinto ao grupo néo tratado. Os grupos tratados com a fracdo butanol com
tais concentracBes apresentaram uma menor frequéncia de proliferacdo celular, quando comparado ao grupo nao
tratado (controles DMEM e DM SO). Esses resultados sugerem que componentes bioativos presentes nessa fragéo do
Araticum pode interferir sobre o fenétipo proliferativo de células de CEB.

B. A fracdo butanol do Araticum alterou a populagéo de células nas diferentes fases do ciclo celular

A andlise do conteiido de DNA nas diferentes fases do ciclo celular mostrou que o extrato do Araticum,
especialmente na maior concentragdo 100 ug/mL, promoveu um aumento do nimero de células em GO/GL1, resultado
este identificado através do aumento significativo da contagem de eventos nessa fase. Além disso, notou-se uma
evidente reducdo da fase de sintese promovida pelas substancias presentes no extrato butandlico. A fase G2 néo foi
modificada pelo tratamento nesta concentragdo (Fig. 1B). Tais resultados apontaram para um efeito antineopléasico
potencial de substancias presentes no fruto do Araticum, exercendo uma modulacdo do fendtipo neoplésico
proliferativo das células, através da promocédo da parada do ciclo e reducéo da sintese de material genético, necessario a
multiplicagéo celular.

Consideracdesfinais

O estudo mostrou evidéncias iniciais da agcdo antineoplésica do fruto do Araticum sobre o comportamento
fenotipico de células de carcinoma epidermoide de boca. A fracdo butanol do Araticum reduziu a proliferacéo das
células neoplésicas e levou ao aumento do nimero de células nas fases iniciais do ciclo celular, promovendo, assim, 0
controle da populacdo de células neoplasicas. Andlises experimentais de modelos de estudo in vivo e ensaios
moleculares necessitam ser realizados a fim de corroborar tais resultados. Além disso, as perspectivas para esse estudo,
envolve aidentificacdo dos possiveis compostos bioativos presentes no fruto.
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Figura 1. AlteragBes na proliferacdo celular, representada pela nimero de células viaveis (A) e no perfil quantitativo de
células nas diferentes fases do ciclo celular, em células SCC9 tratadas com 10 e 100 pg/mL da fragdo butanol do
Araticum, por 24h. Grupos experimentais;. DMEM (células livres de tratamento, em meio de cultura), DM SO (células
livres de tratamento em meio de cultura e veiculo de dilui¢cdio DM SO 0,1%); Grupo 10 pg/mL (células tratadas com 10
pg/mL da fragdo butanol do Araticum); Grupo 100 pg/mL (células tratadas com 100 pg/mL da fragdo butanol do
Araticum). Teste Anova One-Way; Barras horizontais indicam significancia estatistica: p<0,005.
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