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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 fracdes do Araticum sobre o fenétipo das células do carcinoma epidermoide
de boca (CEB), ainda ndo séo conhecidos.

Assim, este estudo teve por objetivo avaliar o potencial antineoplasico de fracBes do Araticum sobre comportamento
in vitro de células de CEB, com énfase namorte e invasividade celular.

Material e métodos

A. Preparacédo 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 ambar, conservados em local escuro e seco por
10 dias. Apos esse periodo, o extrato foi reduzido no rotaevaporador. Posteriormente, foi realizada a filtracdo em funil
de vidro, com papel de filtro qualitativo. O extrato bruto foi levado a estufa de circulagéo forcadade 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. Apos esse tempo, 0 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 0s outros solventes usando a mesma massa de extrato bruto. Cada fracdo 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. Diluicéo da fracao para ensaios fenotipicos

As fracBes foram diluidas no veiculo DM SO e posteriormente em meio de cultura DMEM/F12 (Gibco, USA),
obtendo-se as concentragdes 10ug/ml e 100ug/ml. As concentracBes foram obtidas a partir da diluicdo seriada da
solucéo estoque em DM SO 100%, sendo que a concentracdo 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 antibidtico
penicilinalestreptomicina (Gibco, USA), mantidas em incubadora umidificada a 370C e 5 % de CO2. Tal linhagem foi
tratada com a fragdo butanol do fruto, nas concentraces 10ug/ml e 100ug/ml, durante 24h. Tal fracdo foi selecionada
para teste em relagéo as demais, por gpresentar maior solubilidade no veiculo DM SO. Anteriormente, foi realizada uma
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E. Ensaio de morte celular

ApGs os tratamentos experimentais, as células foram coradas com brometo de etidio (BE) e alaranjado de
acridina (AA) (Sigma Aldrich, USA). BE emite fluorescéncia vermelha em células mortas; AA emite fluorescéncia
verde em células viaveis. As células foram observadas num microscépio de fluorescéncia FSX100. Foi redlizada a
contagem das células mortas e vivas, estabel ecendo arazéo entre células mortas e células totais, em porcentagem.

F. Ensaio de migracéo

Uma densidade de 8x104 células de CEB foi incubada em placas de 12 pogos, a 37 ° C, 5% de CO2
, durante 24 horas. Em seguida, foram carenciadas com meio de cultura livre de soro. Antes do tratamento das células
com a fragéo butanol, utilizando uma ponteira de 2007, foi criada uma érea livre de células, para analisar a capacidade
de migracdo das células submetidas ao tratamento (CHAN, S. W. et al., 2008). O meio de cultura foi entéo substituido
por meio isento de soro, adicionando, em pogos separados, as concentracBes de 10 ug/mL e 100 ug/mL da fragdo
butanol. Foram adotados os controles 1 e 2 para as andlises. Para mensurar a érea coberta por células migratorias, as
imagens das monocamadas de células foram realizadas usando um Microscépio Invertido Olympus IX81 (Olympus,
CenterValley, PA, EUA), acoplado com a camera SC30 (Olympus) a0 e 72 h.

G. Andlises 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 discussao

A fracdo butanol do Araticum favoreceu a morte de células de CEB

O grupo tratado com 100 ug/mL da fragéo butanol apresentou maior frequéncia de morte celular, estatisticamente
significante, em relag&o aos outros grupos controles e tratados com 10 ug/mL da fracdo butanol (Fig. 1A).

B. A fracéo butanol do Araticum reduziu a migracéo de células de CEB

A migracdo das células SCC-9 apresentou uma diminuicdo estatisticamente significativa nos grupos tratadas
com a fragdo butanol do Araticum 100 ug/mL, quando comparado com seus respectivos controles (Fig. 1B). Tais
resultados apontaram para um efeito antineoplasico potencia de substancias presentes no fruto do Araticum, exercendo
uma modulac&o do fendtipo neoplasico.

Consideracfesfinais

O estudo mostrou evidéncias iniciais da acdo antineoplésica do fruto do Araticum sobre 0 comportamento
fenotipico de células de carcinoma epidermoide de boca. A fracdo butanol do Araticum interferiu na migracéo e morte
celular. Analises 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 a identificacdo dos possivels
compostos bioativos presentes no fruto.
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Figura 1. Alteracbes na morte celular, representada pela razéo entre células mortas e células toais (A) e migracao,
representada pela &rea invadida pelas 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), DMSO (células livres de
tratamento em meio de cultura e veiculo de diluicdio 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 pug/mL da fragdo butanol do Araticum). Teste
Anova One-Way; Barras horizontais indicam significancia estatistica: p<0,005.
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