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RESUMO

BALDIVIA, Debora da Silva. [Tese]. Universidade Federal da Grande Dourados,
agosto de 2018. Avaliagcdo das propriedades antioxidante e anticancer do
extrato aquoso da casca do caule de Stryphnodendron adstringens. Orientador:
Prof. Dr. Edson Lucas dos Santos.

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (Fabaceae) é uma arvore nativa do
Cerrado brasileiro conhecida popularmente como barbatimdo ou casca-da-
mocidade. Na medicina popular, a decoccao ou infusdo das cascas do caule desta
planta sdo utilizadas no tratamento de varias doencas. Neste estudo, o objetivo foi
investigar a composicdo quimica do extrato aquoso das cascas do caule de
Stryphnodendron adstringens (EASA), avaliar as propriedades antioxidante e
anticancer, bem como caracterizar os mecanismos de morte promovidos contra
células de melanoma murino B16F10Nex-2. Cascas do caule de Stryphnodendron
adstringens foram coletadas no estado de Mato Grosso do Sul, Brasil, e em seguida
maceradas com agua destilada durante 48 horas para obtencdo do extrato aquoso,
EASA. A identificacdo dos constituintes quimicos foi determinada por LC-DAD-MS e
a quantificacdo dos compostos fendlicos e flavonoides foi determinada por ensaios
colorimétricos. A atividade antioxidante do EASA foi investigada pelos métodos de
captura dos radicais 2,2’- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) e
2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), inibicAo da hemdlise oxidativa e inibicdo da
peroxidacdo lipidica induzida por 2,2’- azobis (2-amidinopropano) (AAPH) em
eritrocitos humanos. Células de melanoma murinho B16F10Nex-2 foram utilizadas
para avaliar a acdo anticancer e 0s mecanismos envolvidos na morte celular
promovida pelo EASA. Foram identificados no EASA acido gélico, galocatequina,
epigalocatequina, cromonas isoméricas C-hexosil O-pentosil 5,7-dihidroxicromona e
proantocianidinas dimérica e trimérica composta principalmente por unidades de
prodelfidina. As concentracdes de compostos fendlicos foram 197,10 + 0,83 mg
EAG/g de EASA e para flavonoides foram 2,87 + 0,08 mg EQ/g. A capacidade
antioxidante pelo ensaio de ABTS demonstrou que o EASA foi capaz de inibir 50 %
dos radicais livres (ICso) na concentragcédo de 1,83 + 0,15 pg/mL e inibicdo maxima
dos radicais livres em 99,68 £ 0,08 % na concentragdo de 10 uyg/mL. No ensaio de
DPPH o EASA apresentou ICso na concentracado de 3,81 = 0,02 pg/mL e inibicdo
maxima em 89,92 + 1,36 % na concentracdo de 50 ug/mL. Estes resultados
corroboram com os obtidos no ensaio de AAPH, onde o EASA apresentou atividade
anti-hemolitica e diminuicdo do conteido de malondialdeido em eritrocitos humanos
ao longo de todo periodo experimental (240 min) de forma concentracao e tempo
dependente. Na avaliacdo de citotoxicidade, o EASA apresentou acao citotdxica
contra as células do melanoma B16F10Nex-2 na concentracdo de 65 ug/mL apdés o
tratamento de 24 e 48 h, sendo o perfil de morte celular observado a apoptose
tardia. A investigacdo dos mecanismos de morte celular promovido pelo EASA
evidenciou aumento dos niveis de ERO intracelular, disfun¢cdo do potencial de
membrana mitocondrial e ativacdo da caspase-3. Em conjunto, estes dados
mostram atividades antioxidantes e anticancer do extrato aquoso das cascas do
caule de Stryphnodendron adstringens, resultados que abrem novas perspectivas
para investigacbes contra outras linhagens de células tumorais, modelos in vivo,
bem como para a identificacdo e isolamento dos constituintes quimicos responsaveis
por estes efeitos.

Palavras chave: Cerrado, plantas medicinais, LC-DAD-MS, estresse oxidativo,
ERO, melanoma, caspase-3, apoptose.



ABSTRACT

BALDIVIA, Debora da Silva. [Thesis]. Universidade Federal da Grande Dourados,
agosto de 2018. Evaluation of in vitro antioxidant and anticancer properties of
the aqueous extract from the stem bark of Stryphnodendron adstringens.
Advisor: Prof. Dr. Edson Lucas dos Santos.

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (Fabaceae) is a tree species native to
the Brazilian Cerrado, commonly known as barbatimdo or casca-da-mocidade. In
traditional medicine, decoctions or infusions of the stem bark of this plant are used in
the treatment of several diseases. The objective of this study was to investigate the
chemical composition of the aqueous extract of the stem bark of Stryphnodendron
adstringens (EASA), to evaluate the antioxidant and anticancer properties, as well as
to characterize the mechanisms of death promoted against B16F10Nex-2 murine
melanoma cells. Stryphnodendron stem bark were collected in the State of Mato
Grosso do Sul, Brazil, and then macerated with distilled water for 48 hours to obtain
the aqueous extract, SAAE. Identification of the chemical constituents was
determined by LC-DAD-MS and the quantification of phenolic compounds and
flavonoids present in the SAAE were determined by the colorimetric methods Folin-
Ciocalteau and aluminum chloride, respectively. The antioxidant activity of SAAE was
investigated using the monocation of 2,2'-azinobis- (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid) (ABTS) and 2,2-diphenyl-1-picrylnydrazyl (DPPH) radicals, inhibition of
oxidative hemolysis and inhibition of lipid peroxidation induced by 2,2'-azobis (2-
amidinopropane) (AAPH) in human erythrocytes. B16F10Nex-2 murine melanoma
cells were used to evaluate the anticancer action and mechanisms involved in the
cell death promoted by the SAAE. From the SAAE, gallic acid, gallocatechin,
epigallocatechin, isomeric  chromones C-hexosyl- and  O-pentosyl-5,7-
dihydroxychromone, dimeric and trimeric proanthocyanidins mainly composed of
prodelphidin units and the were identified. The concentrations of phenolic
compounds were 197.10 £ 0.83 mg EAG / g SAAE and for flavonoids were 2.87 *
0.08 mg EQ / g. The antioxidant capacity by the ABTS assay demonstrated that
SAAE was able to inhibit 50% of the radicals (ICsp) at a concentration of 1.83 + 0.15
Mg / mL and maximal inhibition of free radicals of 99.68 + 0.08% at the concentration
of 10 ug / mL. In the DPPH assay, SAAE presented ICs at the concentration of 3.81
+ 0.02 yg / mL and maximum inhibition of 89.92 + 1.36% at the concentration of 50
Mg / mL. These results corroborate with those obtained in the AAPH assay, where
SAAE showed anti-hemolytic action activity and decreased malondialdehyde content
in human erythrocytes throughout the experimental period (240 min) in concentration
and time dependent manner. In the evaluation of cytotoxicity, the presented cytotoxic
action against the B16F10Nex-2 melanoma cells at the concentration of 65 pg / mL
after the treatment of 24 and 48 h, the observed cell death profile being the late
apoptosis. The investigation of the mechanisms of cell death promoted by showed an
increase in intracellular ROS levels, dysfunction of the mitochondrial membrane
potential and activation of caspase-3. Together, these data show antioxidant and
anticancer effects of the aqueous extract from the stem bark of Stryphnodendron
astringens, results that open new perspectives for investigations against other tumor
cell lines, in vivo models, as well as for the identification and isolation of the
responsible chemical constituents for these purposes.

Keywords: Cerrado, medicinal plants, LC-DAD-MS, oxidative stress, ROS,
melanoma, caspase-3, apoptosis.
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1. INTRODUCAO

Desde os primordios da humanidade até os dias atuais os seres humanos
tém buscado na natureza recursos terapéuticos alternativos para atender as suas
necessidades basicas, tais como alimentar e para o tratamento de doencas.

Dentre os recursos utilizados, as plantas ocupam um lugar de destaque, pois
séo fontes de moléculas bioativas com atividade antioxidante que podem exercer
efeitos benéficos para a saude (Diouf et al., 2009; Singh e Katiyar, 2011,
Padumadasa et al., 2016). Os antioxidantes naturais sdo moléculas que conferem ao
organismo protecdo contra os danos celulares promovidos pelo excesso de espécies
reativas, responsaveis pela inducdo do estresse oxidativo. O estresse oxidativo é
uma condicdo celular resultante do desequilibrio fisiolégico entre os niveis de
antioxidantes e oxidantes (radicais livres ou espécies reativas) em favor dos
oxidantes levando a uma interrop¢éo da sinalizagéo e do controle redox e / ou danos
a biomoléculas essenciais, tais como acidos nucléicos, proteinas e lipidios (Sies e
Jones, 2007; Campos et al., 2016). O dano as biomoléculas esta intimamente
associado ao desenvolvimento de doencas, entre elas o cancer (Acharya et al.,
2010).

O céancer é considerado como uma das principais causas de mortalidade em
todo o mundo (Chinembiri, et al., 2014). E uma doenga complexa e multifatorial
caracterizada pelo crescimento desordenado de células anormais (George et al.,
2016) e engloba mais de 100 diferentes tipos (NCI, 2017), dentre eles o cancer de
pele. O cancer de pele é o mais comum, especialmente na populacéo de pele clara
(Simdes et al.,, 2015). Sua classificacdo é decorrente da célula em que o tumor
origina, podendo ser denominado cancer de pele ndo melanoma (carcinoma de
células escamosas e carcinoma basocelular) e melanoma (Kaushik e Kaushik,
2016).

Melanoma é um céncer de pele com origem nos melandcitos, células
produtoras de melanina, pigmento que d& cor a pele. O melanoma é o menos
comum, representa cerca de 10% de todos os canceres de pele, porém é a forma
mais agressiva, sendo responsavel por 90% das mortes relacionadas aos tumores
cutaneos, devido ao elevado potencial metastatico e a resisténcia as drogas

qguimioterapicas (Pfeifer e Besaratinia, 2012; Garbe et al., 2016).

12



Com incidéncia global de 160.000 novos casos e 40 mil mortes por ano,
cerca de 80% desses novos casos de melanoma ocorrem na Nova Zelandia (com
taxa incidente de 35,8 casos para cada 100.000 habitantes por ano), Australia (34,9
casos para cada 100.000 habitantes por ano) e América do Norte (13,8 para cada
100.000 habitantes por ano) (Globocan, 2012; Eggermont, Spatz e Robert 2014). No
Brasil, a incidéncia é menor quando comparada a esses paises, apresentando cerca
de 2,92 novos casos em homens e 3,34 novos casos em mulheres para cada
100.000 habitantes (INCA, 2018).

Nos ultimos 40 anos o numero de novos casos de melanoma tem
aumentado drasticamente, o que € preocupante para a saude publica (NCI, 2016).
As causas subjacentes para o desenvolvimento do melanoma € multifatorial, e inclui
pré-disposicdo genética e exposicdo a agentes ambientais (Chudnovsky, Khavari e
Adams, 2005). A exposicdo cumulativa a radiagdo ultravioleta esta entre o0s
principais fatores de risco para o desenvolvimento do melanoma (Gorantla e
Kirkwood, 2014; Eggermont, Spatz e Robert 2014). Desta forma, o melanoma é um
dos poucos exemplos de cancer humano em que o agente etiolégico é conhecido
com grande certeza (Pfeifer e Besaratinia, 2012).

Além disso, ao contrario de outros tipos de canceres, o melanoma é de facil
identificacdo por surgir na pele. O diagndéstico precoce desta doenca permite que o
tratamento seja realizado numa fase em que a cura pode ser facilmente alcancavel
através da excisdo cirdurgica (Thompson, Scolyer, Kefford, 2005). Em casos
avancados onde a cirurgia ja ndo é indicada, o procedimento é o0 uso da
quimioterapia, radioterapia, e da imunoterapia em alguns casos (Garbe et al., 2016;
Kee e Mcarthur 2016). Atualmente, essas modalidades terapéuticas sdo as mais
utilizadas para o tratamento do melanoma, no entanto, promovem elevados efeitos
colaterais no paciente, além de ndo alcancarem resultados satisfatérios em termos
de remissédo completa do tumor e prevencao de metastases.

Neste contexto, a busca por plantas medicinais que apresentam baixa
toxicidade para células ndo alvo e alta especificidade contra o cancer de pele
melanoma tem atraido a atencdo da comunidade cientifica para a busca de novos
farmacos antitumorais. As plantas produzem inumeras e diferentes moléculas
bioativas que apresentam elevado poder antioxidante, capazes de apresentar

diferentes mecanismos de prevencao e morte das células tumorais.
13



De acordo com Dzialo (2016) os compostos fendlicos estdo entre os
principais compostos bioativos produzidos por plantas que apresentam propriedades
anticancerigenas contra o cancer de pele. Muitas plantas produzem ou elevam as
concentracfes dessas moléculas durante a sua defesa contra-ataques de herbivoros
ao tecido vegetal ou injurias ambientais (Dias et al., 2015).

Neste sentido, plantas endémicas do Cerrado brasileiro tém recebido cada
vez mais atencdo no ambito farmacolégico por apresentarem elevadas
concentracfes de compostos fendlicos provavelmente em decorréncia ao estresse
hidrico, a alta radiacdo ultravioleta, ataques de herbivoros e infecgbes por fungos
(Violante et al., 2012; Bailao et al., 2015; Fank-de-Carvalho et al., 2015).

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (Fabaceae), conhecida
popularmente como barbatimdo, € uma das plantas medicinais encontradas e
utilizadas na medicina popular do Cerrado (Lorenzi, 2008). As cascas do caule da
espécie sao utilizadas na cicatrizacao de feridas, inflamacdes, dor em geral, diarreia,
tumores entre outras doencas (Rodrigues e Carvalho, 2001; Pereira et al.,2009;
Santana, Voeks Funch, 2016).

Tendo em vista 0 uso medicinal popular de S. adstringens e a inexisténcia
de estudos sobre suas propriedades antioxidantes e antitumorais contra o
melanoma, o presente estudo propés investigar a composi¢cdo quimica, a atividade
antioxidante e anticancer, bem como 0s mecanismos de morte promovidos pelo
extrato aquoso das cascas do caule de S. adstringens contra células de melanoma
B16F10Nex-2.

14



2. REVISAO DE LITERAUTURA
2.1. Stryphnodendron adstringens
2.1.1. Aspectos gerais

O género Stryphnodendron descrito por Martius em 1873, atualmente possui
53 espécies registradas, porém sdo aceitos apenas 30 (The plant list, 2013).
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (Figura 1) conhecida popularmente
como barbatimdo, barbatimdo-verdadeiro, barba-de-timdo, chardozinho-roxo e
casca-da-mocidade, € uma arvore nativa e endémica do Brasil (Lorenzi, 2008). A
espécie esta distribuida em todo territério brasileiro, principalmente em Tocantins
(regibes Norte), Bahia (Nordeste), Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul e
Mato Grosso (Centro-Oeste), Minas Gerais e Sdo Paulo (Sudeste) e Parana (Sul)
(Scalon, 2015). Caatinga e Cerrado sdo os dominios fitogeograficos onde
Stryphnodendron adstringens é encontrada, sendo Campo Rupestre e Cerrado (Lato
sensu) sdo os tipos de vegetacdo predominante da espécie. Sua altura varia de
quatro a cinco metros, apresenta tronco e ramos tortuosos de vinte a trinta
centimetros de diametro (Lorenzi, 2008; Scalon, 2015).

Suas folhas sao alternas, composta bipinadas, apresentando cinco a oito
pares de pinas, cada uma com cerca de seis a oito pares de foliolos por pina,
geralmente alternos, ovais ou orbiculares, largamente elipticos a subglobosos,
subcoriaceos a coriaceos (Lorenzi, 2008). As flores sdo esbranquicadas, pequenas e
numerosas dispostas em inflorescéncias do tipo racemo de espigas cilindricas. Seus
frutos sao vagens grossas, carnosas de cor castanho-claras com muitas sementes
achatadas e oblongas de cor parda. Sua floragéo inicia-se a partir de setembro até o

final de novembro e a frutificagcdo de julho a setembro (Lorenzi, 2008).

Figura 1. Aspecto geral de Stryphnodendron adstringens. A) Morfologia estrutural. B) Folhas. C)
Caule. D) Cascas. Fonte: Baldivia, DS (2015).

15



De acordo com Lorenzi (2008) a madeira de S. adstringens é muito utilizada
na construcédo civil, em obras expostas e de lugares umidos por ser bastante duravel
guando em condi¢des adversas.

Na medicina popular, a decoccdo ou infusdo das cascas do caule séo
utilizadas empiricamente no tratamento de infec¢Bes fungicas, diabetes, problemas
na prostata, inflamacao, gastrite, doencas do figado (Santana et al., 2016), m&
circulacao, limpeza de feridas uterinas (Albuquerque et al., 2007), ulcera, corrimento,
dor de barriga (Souza et al.,2010), tumores, irritagcdo vaginal, adstringente (Pereira
et al.,2009), blenorragia, diarreia, uretrites (Rodrigues e Carvalho, 2001),
cicatrizagdo, antibiético, inflamacg&o do utero e do ovario (Lopes, 2010; Ferrao et al.,
2014) e hemorragia (Agra et al., 2008).

2.1.2. Atividades bioldgicas

Estudos cientificos com os extratos hidroetandlicos das cascas e folhas de
S. adstringens demonstraram atividade antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epiidermidis, Staphylococcus mutans, Pseudomonas
aeruginosa, Providencia spp (Oliveira et al., 2013; de Pinho et al., 2012; Audi et al,
2004). Em outros estudos contra microrganismos, o extrato hidroetandlico das
cascas apresentou acdo contra Mycobacterium tuberculosis (Oliveira et al., 2007),
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebisiella pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa (Orlando, 2005).

Além disso, o extrato bruto obtido da casca do caule é descrito por sua agao
antifangica contra diversos patdgenos, dentre eles Candida albicans, Candida
parapsilosis e Candida tropicalis (Ishida et al.,2006). Estudos posteriores mostram
gue a fracdes ricas em taninos condensados derivadas do extrato bruto das cascas
apresentam acao antiflngica contra essas leveduras além de aumentar
significativamente a sobrevivéncia das larvas Tenebrio molitor infectadas por fungos
(Luiz et al., 2015; Morey et al., 2016). Adicionalmente, estudos com fracdes ricas em
taninos poliméricos de proantocianidinas da casca do caule de S. adstringens
apresentam atividade antifungica in vitro contra Candida albicans e Candida néao-
albicans (CNA, incluindo isolados resistentes ao fluconazol), aléem disso, um gel

contendo a fragdo aquosa controlou eficientemente a infecgdo vaginal por C.
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albicans e C. glabrata em camundongos, sem apresentar toxicidade ao tecido
vaginal (de Freitas et al., 2018).

Outra atividade bioldgica ja descrita pelo extrato etandlico das cascas do
caule de S. adstringens € a acao tripanocida através da diminuicdo do numero de
formas tripomastigotas de Trypanossoma cruzi no sangue de camundongos
(Herzog-Soares et al., 2002). Concomitante a este estudo, Luize et al. (2005) e
Toledo (2002) avaliaram a acdo do extrato sobre T. cruzi e de Leishmania
amazonenses in vivo e demonstram atividade inibitéria no crescimento de
promastigostas e amastigotas.

Além das atividades biolégicas apresentadas em micro-organismos, fracées
derivadas do extrato do caule de S. adstringens tém demonstrado efeitos citotdxicos
contra linhagens tumorais.

A fracdo obtida das folhas de S. adstringens composta por acido galico,
dimero de procianidina B1 e (-) epicatequina-3-O-galato induz a apoptose em
linhagens celulares de cancer mama MCF-7 e MDA-MB-435, através do aumento da
expressao da proteina pro-apoptotica Bax, caspase-9, caspase-3 ativa, caspase-8, e
diminuicdo da expressao de Bcl-2. Além disso, o tratamento com a fracdo aumentou
a expressao das proteinas LC-3 e beclin-1, ambas marcadoras da autofagia celular
(Sabino et al., 2017).

Kaplum et al. (2018), demonstraram que uma fracdo rica em polimero de
proantocianidina apresenta atividade citotoxica de maneira tempo e dose
dependente nas linhagens celulares de cancer do colo do Utero HeLa (HPV18-
positivo), SiHa (HPV16-positivo) e C33A (HPV-negativo) com valores da
concentracéo inibitdria (ICsp) de 20,0, 35,4, e 33,5 yg/mL apés 24 h, e 15,3, 21,3, e
15,6 yg/mL apds 48 horas de tratamento, respectivamente. Esse estudo demonstra
ainda que o valor do ICsg para queratindcitos humanos imortalizados (HaCaT), foi de
55,4 e 48,1 ug/mL para os periodos de 24 e 48 h de avaliacdo, respectivamente. O
tratamento com a fracdo nessas linhagens foi capaz de inibir significativamente a
migracdo de células cancerigenas, aumentar os niveis de espécies reativas de
oxigénio, o potencial de membrana mitocondrial, a razdo Bax / BCL-2 e a expresséo
da caspase 9 e 3, a lipoperoxidacdo em todas as trés linhagens celulares além de
reduzir os niveis intracelulares de adenosina trifosfato. Além disso, no estudo in vivo,

a fracdo (150 mg/kg/dia) reduziu significativamente o volume tumoral e o peso do
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tumor sélido de Ehrlich murino e aumentou significativamente a lipoperoxidacéo,
indicando que a fracdo também induz estresse oxidativo no modelo in vivo.

Considerando que S. adstringens € uma planta comumente utilizada na
medicina popular para o tratamento de inflamacéo e cicatrizacdo, a atividade anti-
inflamatdria da fracdo acetona das cascas do caule foi investigada em ratos com
inflamac&o aguda e cronica, e apresentou inibicdo significativa do edema de pata
(Lima et al., 1998).

Quanto a atividade cicatrizante, diversos estudos tém demonstrado o
potencial farmacologico de S. adstringens (Panizza et al., 1988; Coutinho 2004,
Coelho et al., 2010). Formulagcées em gel contendo 1% de extrato hidroacetdnico e
pomada contendo 1% da fracdo acetato de etila obtidas das cascas do caule de S.
adstringens apresentam atividade cicatrizante em ratos diabéticos através da
proliferacdo epitelial e da producao de fibras de colageno no local da ferida (Pinto et
al., 2015; Hernandes et al., 2010). Além disso, tem-se demonstrado que o extrato
etandlico das cascas do caule de S. adstringens inibem fortemente a atividade das
enzimas a-amilase e a-glicosidase (valores de ICsp de 1,86 e 0,61 ug / mL,
respectivamente), ambas relacionadas a Diabetes mellitus (Souza et al., 2012).

Embora extratos de S. adstringens apresentem atividades toxicas contra
diversos microrganismos, estudos demonstram que extratos das cascas do
barbatimdo ndo apresentam atividade genotdéxica em Drosophila melanogaster
(Souza et al., 2003) e nem mutagénica em camundongos Mus musculus (Andrade et
al., 2006).

Estudos ndo clinicos realizados para avaliar a toxicidade do extrato
acetonico e da fracao rica em proantocianidinas obtidos das cascas do caule de S.
adstringens em camundongos Swiss, demonstram que as doses letais (DLsg) do
extrato foi de 2699 mg/kg e 3015 mg/kg, respectivamente (Rebecca et al., 2002;
Costa et al., 2010).

Porém, estudos com as folhas tém demonstrado efeitos toxicos in vivo e in
vitro. Almeida et al. (2009) demonstrou no estudo toxicolégico pré-clinico agudo com
camundongos tratados por via intraperitoneal com extrato das folhas de S.
adstringens, toxicidade com uma DLsg igual a 0,25 mg/mL.

Burger et al. (1999) demonstram no estudo de toxicidade subcrénica que o

extrato hidroetanolico das favas (5 mg/kg) apresentou efeito abortivo e infertilizante
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em ratas Wistar ap0s 21 dias de tratamento. Diferentemente do extrato da fava,
extrato acetdnico obtido das cascas do caule apresenta toxicidade subcronica em
ratos wistar machos na concentracdo de 800 mg/kg e 1600 mg/kg aos 30 dias de
tratamento via oral, sendo evidenciado diminui¢cdo do peso corporal e alteracdes dos

niveis de glicose e do aspartato amino transferase (Rebecca et al., 2002).

2.1.3. Abordagem geral de fitoterapicos e patentes registradas

S. adstringens € uma das espécies brasileiras registradas na Relacao
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS, 2014). De acordo
com a resolucdo RDC N° 10, de 09 de abril de 2010 S. adstringens € uma das
espécies que compde a lista de drogas vegetais junto a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Conforme a resolucédo, as cascas do caule € a parte
utilizada, e a forma do preparo se d& pela decocc¢éo de 3 g do material vegetal para
cada 1 litro de agua. Seu uso se faz através de compressas no local afetado de 2 a
3 vezes ao dia para tratamentos de lesGes, com acao cicatrizante e antisséptico
tépico na pele e mucosas bucal e genital. Como contraindicacdo, o decocto néo
deve ser utilizado em lesdes com processo inflamatorio intenso.

A partir das cascas do caule de S. adstringens foi desenvolvido um
medicamento conhecido por Fitoscar pela empresa Apsen Farmacéutica S/A (CNPJ
62.462.015/0001- 29). Esse medicamento foi registrado na ANVISA sob o nimero
1.0118.0605. O fitoterapico Fitoscar € apresentado sob forma de pomada composta
de 60 mg de extrato seco das cascas de S. adstringens a 50% por grama de
pomada. Cada 60 mg de extrato seco que corresponde a 30 mg de fendis totais e 27
mg de taninos totais e essa pomada é utilizada como agente cicatrizante em varios
tipos de lesGes (Apsen farmacéutica, 2017).

Estudos realizados com animais tém demonstrado efeitos satisfatorios de
formulac6es contendo extrato de S. adstringens na cicatrizacéo de feridas. Coelho et
al. (2010) demonstrou que ratos Wistar tratados durante 30 dias com pomada
contendo 10% de extrato aquoso das cascas de S. adstringens, apresentaram
epitelizacdo das lesbes apos 14 dias de tratamento. Ja o tratamento utilizando
pomada contendo 1% da fracdo acetdnica do extrato das cascas do caule de S.
adstringens ratos Wistar apresentam reepitelizacdo das lesdes cutaneas em 10 dias

de tratamento (Hernandes et al., 2010).
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Diante das atividades biolégicas ja comprovadas cientificamente, S.
adstringens € um vegetal que apresenta potencial para o desenvolvimento de
farmacos ou para compor formulacdes de uso medicinal para o tratamento de varias
doencas. De acordo com o Ministério da Saude (2014), 26 registros de pedido de
patentes foram solicitados para a espécie entre os anos de 2001 a 2012. Desses
registros de pedidos, 8 foram solicitados ao Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI) e 18 pedidos registrados no World International Property
Organization (WIPO).

Tabela 1. Patentes solicitadas para a espécie vegetal Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville.

Brasil — Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI)

Registro Data Titulo
PI1 0105968-8 A2 28/11/2001  Medicamento natural para tratamento alternativo anti-HIV
P1 0303680-4 A2 17/02/2003  Formulacdo de sabonete natural a base de aroeira e
barbatiméo
P10300440- 6 A2 25/02/2003  Formulagdo de medicamento natural
Pl 0305535-3 A2 11/11/2003  Forma farmacéutica fitoterapica com  propriedades

cicatrizante, antimicrobiana e outras atividades de interesse
médico e veterinario para o tratamento de Ulceras isquémicas

e infecgBes; seu processo de preparacdo e sua aplicagédo

P1 0305658-9 A2 21/11/2003  Larvicida bioquimico

P10405132-7 A2 10/11/2004  Composigdo para uso topico contendo extrato de planta do
género Stryphnodendron; seu processo de preparagdo e sua
aplicacéo

P10705071-2 A2 19/04/2007  Processo para obtencdo de medicamentos ou cosméticos

através do extrato de Stryphnodendron barbatiman, para

diminuicao de pélos em diversas regifes do corpo

P11004542-2 A2 01/07/2010  Composicéo farmacéutica para tratamento de infecgcbes HPV

utilizando extratos de barbatimao

Internacional — World International Property Organization (WIPO)

2000241843 23/01/2002  Agent for preventing and improving gray hair
(JP — 2002020243)

PCT/JP2003/004253 19/08/2003  Compositions for inhibiting fibrosis
WO-WO0/2003/0845559
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Registro Data Titulo

0001028613 (UY —0001028613) 31/12/2004  Composicion para uso topico conteniendo extracto de planta
del genero Stryphnodendron; su proceso de preparacion y su
aplicacion

0001028613 (UY —0001028613) 31/12/2004  Composicion para uso topico conteniendo extracto de planta
del genero Stryphnodendron; su proceso de preparacion y su
aplicacion

2537118(CA — 2537118) 19/05/2005  Composition for topical use containing an extract of
Stryphnodendron, its preparation and its application

PCT/BR2004/000221 19/05/2005  Composition for topic use containing an extract of

(WO-W0/2005/044288) Stryphnodendron, its preparation as well as its application

2002102905 20/10/2005  Composition for inhibiting fibrosis

(JP —2005289813)

PCT/JP2005/018633 13/04/2006  Functional food and drink

(WO-WO0/2006/038690)

173976 (IL — 173976) 05/07/2006  Composition for topic use containing an extract of
Stryphnodendron, its preparation as well as its application

04797138 (EP — 1684773) 02/08/2006  Composition for topic use containing an extract of
Stryphnodendron, its preparation as well as its application

11381655 (US — 20060216364)  28/09/2006  Composition for topic use containing an extract of
Stryphnodendron

1020057019381 24/11/2006  Composition for topic use containing an extract of

(KR - 1020060119708) Stryphnodendron, its preparation as well as its application

200480032832.6 13/12/2006  Composition for topic use containing an extract of

(CN — 1878560) Stryphnodendron, its preparation as well as its application

PA/a/2006/005275 23/04/2007  Composition for topic use containing an extract of

(MX-PA/a/2006/005275) Stryphnodendron, its preparation as well as its application.

2006/04443 16/09/2007  Composition for topical use containing an extract of

(ZA - 2006/04443) Sryphnodendron its preparation as well as its application

2006120457/15 20/06/2009 Local composition containing Stryphnodendron extract,

(RU - 02358751) preparation and application thereof

12823397 21/10/2010  Composition for topical use containing an extract of

(US - 20100267841) Stryphnodendron; its preparation as well as its application

8401 (CR - 01/11/2010 01/11/2010  Composicion para uso topico conteniendo extracto de la

211/8401) planta del genero Stryphnodendron, su proceso de
preparaciony su aplicacion

PCT/BR2011/000205 05/01/2012  Pharmaceutical composition using Stryphnodendron extracts

(WO-W0/2012/000070)

for treating HPV infections

Fonte da tabela: MONOGRAFIA DA ESPECIE Stryphnodendron adstringens (MART.)

COVILLE

(BARBATIMAO) — Ministério da Salude e Anvisa (2014).
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2.1.4. Composic¢ado quimica

A casca do caule de S. adstringens € a principal parte da planta utilizada
para o tratamento de varias doencas, sendo assim, sua composicado quimica foi e é
extensivamente estudada (Tabela 2), demonstrando altas concentracbes de
compostos fendlicos, dentre eles taninos presentes em extratos aquosos,
hidroalcodlicos e hidroacetdnicos (Souza-Moreira et al., 2018).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010), a droga vegetal (p6 das
cascas secas do caule) de S. adstringens apresenta cerca de 8% de taninos totais,
expressos em pirogalol, dos quais 0,2 mg/g equivalem a &cido gélico e 0,3 mg/g
correspondem a galocatequina. Esses taninos séo representados principalmente por
proantocianidinas, tais como prodelfinidinas e prorobinetinidinas (Mello, Petereit e
Nahrstedt, 1996; Ishida et al., 2006, Costa et al., 2010).

Outros estudos demonstram que a concentragao de taninos encontrada em
extratos etandlico (36,6%), hidrometandlicos (38,81%) e acetbnico (36,6%) das
cascas do caule de S. adstringens sdo maiores que a % de taninos encontrados
para droga vegetal (Nascimento, 2008; Costa et al., 2010; Bardal, 2011).
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Tabela 2. Compostos identificados nas cascas do caule de S. adstringens.

Compostos * Referéncias
Acido gélico 12,345
Catequina 2,6
Epicatequina 6
Epicatequina-(43 — 8)-catequina, (-)-epicatequina-3-o-galato 7
Galocatequina 1,2,3,4,6,8
Epigalocatequina 1,2,34,5,6,8
Epigalocatequina 3-O-galato 294,58
Epigalocatequina 3-O-metil galato 5
Epigalocatequina 3-O-(3,5-dimetil)galato 18
4'-O-metilgalocatequina 1,48
4-O-metilepigalocatequina 6
4'-O-metilepigalocatequina-3-O-galato 4
Epigalocatequina 3-O-(3-metoxi-4-hidroxi)benzoato 18
Galocatequina-(40—8)-epigalocatequina 3-O-(4-hidroxi)benzoato 18
Epigalocatequina-(4—8)-epigalocatequina 3-O-(4-hidroxi)benzoato 1,8
Galocatequina-(43—8)-epigalocatequina 3-O-galato 8
Epigalocatequina-(4p—#8)-galocatequina 18
Epigalocatequina-(4p—8)-epigalocateguina 45,8
Epigalocatequina-(4p—6)-epigalocatequina 8
Epigalocatequina-(4f—8)-epigalocatequina3-O-galato 8
Epigalocatequina 3-O-galato-(4—8)-epigalocatequina 3-O-galato 48
4'-O-metilepigalocatequina 3-O-galato-epigalocateguina 3-O-galato 4
Epigalocatequina-epigalocatequina 3-O-galato 45,8
4'-O-metilepigalocatequina-epigalocatequina 4
4-O-metilepigalocatequina-4'-O-metilepigalocatequina 5
Robinetinidol 5
Robinetinidol-(4a—8)-epigalocatequina 5,10
Robinetinidol-(43—8)-epigalocatequina 10
Robinetinidol-4-O-metilepigalocatequina 5,10
Robinetinidol-(4—8)-epigalocatequina-3-O-galato 10
Robinetinidol-(4a—8)-epigalocatequina-3-O-galato 10
Robinetinidol-(40—8)-epigalocatequina-3-O-galato 10
Robinetinidol-(4a—6)-epigalocatequina 10
RobinetinidolH{4—6(8)]-galocatequina 10
Robinetinidol-(4a—8)-galocatequina 10
4'-O-metilrobinetinidol-(4a—8)-4-O-metilgalocatequina 10
4'-O-metilrobinetinidol-(4a—8)-4-O-metilepigalocatequina 1
4'-O-metilgalocatequina-(4a—8)-4'-O- metilgalocatequina 1,11
Polimero com 2114 Da de peso molecular com 6 monémeros de flavan-3-ols e um
grupo galoil consistindo de unidades de prodelfinidina e prorobinetinidina com 12

configuragdo 2,3-cis e 2,3-trans

*Referéncias. 1 (Lopes et al., 2009); 2 (Nascimento et al., 2013); 3 (Santos et al., 2002); 4 (Henriques
et al., 2016); 5 (Pinto et al., 2015); 6 (Felipe et al., 2006); 7 (Sabino et al., 2017); 8 (Mello et al., 1996);
9 (Souza et al., 2014); 10 (Mello et al., 1996); 11 (Mello et al., 1999); 12 (Ishida et al., 2006).
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2.2. Plantas medicinais do Cerrado: fonte para a descoberta de novos
farmacos anticancerigenos

O Brasil é detentor da maior biodiversidade do planeta especialmente no que
se refere a sua flora, sendo considerado promissor para descobertas de novas
moléculas oriundas de produtos naturais, com potencial farmacolégico para distintas
doencas, incluindo o cancer.

Espécies de plantas encontradas no Cerrado Brasileiro tém apresentado
efeitos citotoxicos e anticancerigenos in vitro e in vivo.

Estudos de Formagio et al. (2013) demonstram que 6leo essencial das
folhas de Annona sylvatica (Annonaceae) € capaz de inibir o crescimento celular das
linhagens tumorais melanoma (UACC-62), mama (MCF-7), pulmao (NCI- H460),
ovario (OVCARO03), prostata (PC-3), colon (HT-29), renal (786-0), ovario resistente
(NCI/ADR-Res) e glioma (U251) com valores de Glso (concentracdo necessaria para
inibir 50% do crescimento celular) entre 36,04 a 45,37 upg/mL. Além disso,
demonstram ainda que o extrato metandlico das folhas de Annona dioica St. Hill foi
efetivo contra diversas linhagens tumorais, especialmente para pulmao, célon, ovario
resistente, ovario e mama apresentando Glsode 0,10 a 11,10 pg/mL (Formagio et al.,
2013).

As espécies do genéro Campomanesia sdo amplamente encontradas no
cerrado brasileiro. Os frutos séo utilizados para fazer licores, sucos e doces,
enquanto que as folhas sao tradicionalmente utilizadas no preparo de remédios
caseiros para diversas doencas (Pascoal et al., 2014).

Pascoal e colaboradores (2015) verificaram o efeito anti-proliferativo in vitro
do extrato etandlico e das fracBes das folhas de Campomanesia adamantium
(Cambess.) O. Berg e da Campomanesia guaviroba (Myrtaceae) frente varias
linhagens celulares tumorais, tais como glioma (U251), leucemia (K562), ovario
(OVCAR-03), como ovario resistente a multiplos farmacos (NCI/ADR-RES), mama
(MCF-7) rim (786-0), célon (HT-29) e pulmao (NCI-H460). Além disso, 0 extrato e 0
composto chalcona cardamonin isolado das folhas de Campomanesia adamantium
inibe a proliferacéo de células de cancer de prostata (PC-3), diminuindo a expressao
de NFkB1 e induzindo a fragmentacdo do DNA, sugerindo inducdo de morte por
apoptose (Pascoal et al., 2014). Estudo de Campos et al., (2017), demonstrou que

extratos das folhas e das raizes de C. adamantium promove morte celular por
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apoptose em células leucémicas via ativacado de calcio intracelular e ativacdo da
caspase-3. Esses resultados obtidos para as espécies do género Campomanesia,
demonstram potencial terapéutico para uso na prevencéao e tratamento de doencas
associadas a proliferacao de células tumorais, bem como, abre perspectivas para a
descobertas de novas moléculas e desenvolvimento de medicamentos para o
tratamento antineoplasico.

Recentemente, Campos e colaboradores (2016) descobriram outra espécie
do Cerrado com grande potencial farmacoldgico. Avaliaram a atividade citotoxica do
extrato hidroetandlico das folhas de Senna velutina (Fabaceae) contra as linhagens
leucémicas, K562 e Jurkat e verificaram que o extrato de S. velutina induz a morte
por apoptose tardia em ambas as linhagens. Outras espécies vegetais encontradas
no Cerrado Sul-Mato-Grossense, incluindo Hancornia speciosa e Jacaranda
decurrens também tém demonstrado efeitos citotoxicos contra linhagens leucémicas
(Santos et al., 2016; Casagrande et al., 2014).

Mesquita e colaboradores (2009) realizou um screening citotoxico contra 4
diferentes linhagens tumorais, envolvendo 412 extratos de plantas brasileiras do
Cerrado utilizadas na medicina popular para tratar o cancer. O estudo revelou que
dos 412 extratos avaliados, 28 demonstraram efeito antiproliferativo substancial,
demonstrando pelo menos 85% de inibicdo da proliferacéo celular com valores de
ICs0de 50 pg / mL contra uma ou mais linhagens celulares.

Além disso, outros estudos tém demonstrado a potencialidade de plantas na
atividade citotoxica e antitumoral para diversas linhagens, incluindo para o
melanoma (Kwon et al., 2014; Jin et al., 2014). Diante desse contexto, € nitida a
importancia de estudos cientificos com as espécies nativas do Cerrado brasileiro,
visto que essas se mostram fontes promissoras para a descoberta de novos agentes

anticancerigenos de suma importancia para a sociedade.
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2.3. Farmacos anticancerigenos oriundos de plantas medicinais

Ao longo do tempo, seres humanos tém buscado na natureza alternativas
medicinais para atender as suas necessidades basicas. As plantas em particular,
sao fontes de moléculas bioativas com potencial terapéutico e representam a grande
parcela de alternativas utilizadas pelo homem para o tratamento e cura de doencas.
Os primeiros registros escritos sobre aplicagbes medicinais de plantas datam de
2600 a.C e relatam a existéncia de um sofisticado sistema medicinal na
Mesopotamia, compreendendo cerca de 1000 medicamentos derivados de plantas
(Atanasov et al., 2015).

O conhecimento empirico das propriedades medicinais das plantas e sua
aplicacado medicinal, possibilitou e ainda possibilita a descoberta de varias moléculas
terapéuticas para o tratamento de doencas, incluindo o cancer. De acordo com
Newman e Cragg (2016), cerca de 49% das moléculas aprovadas para serem
utilizadas na pratica clinica para o tratamento do céncer sdo provenientes de
produtos naturais.

A vincristina, por exemplo, foi um dos primeiros agentes anticancerigenos
derivados de plantas aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) em 1963.
E um alcaloide isolado a partir das folhas de Catharanthus roseus (Apocinaceae),
conhecida como vinca résea ou vinca de Madagascar. Os alcaloides da vinca ligam-
se a [B-tubulina na extremidade (+) de microtubulos inibindo a polimerizacdo da
tubulina e, portanto, impedindo a extensédo dos microtibulos (Stanton et al., 2011). A
supressdo da extensdo dos microtibulos perturba a formagdo do eixo mitético
interrompendo a transicdo metafase-anafase no ciclo celular e desencadeia
mecanismos que resultam no processo apoptotico. Essa droga é utilizada no
tratamento de diversos canceres em adultos como cancer de mama, figado, pulméao
e testiculos (Igbal et al., 2017) no entanto, é principalmente utilizada na pratica
oncolégica pediatrica contra leucemia linfoblastica aguda (Seca e Pinto, 2018).

Outra droga de suma importancia para o tratamento do cancer é o taxano
paclitaxel (Taxol®), um diterpeno isolado a partir das cascas da Taxus brevifolia
(Taxaceae). Ao contrario dos alcaloides da vinca, os taxanos ao se ligarem a (-
tubulina promovem polimerizacdo dos microtubulos e inibem sua despolarizagdo. A
estabilizacdo dos microtubulos em estado polimerizado interrompe as células em

mitose e por fim, leva a ativagdo do processo apoptético (Stanton et al., 2011). A
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descoberta do mecanismo de agdo em 1979 dessa substéncia foi um importante
marco no tratamento do cancer, pois ela é capaz de regredir o cancer de mama e de
ovario, ambos resistentes a terapia tradicional (Rowinsky et al., 1995).

Adicionalmente, outra importante molécula que compde o arsenal de
agentes quimioterdpicos derivados das plantas é a camptotecina, um alcaloide
extraido e isolado da arvore chinesa Camptotheca acuminata (Nyssaceae). E um
regulador negativo da topoisomerase | e através desse mecanismo induz a apoptose
em células tumorais (Martino et al., 2017). Devido ao seu baixo rendimento, sua
elevada toxicidade, fraca solubilidade e hidrdlise em condi¢Bes fisioldgicas, foram
desenvolvidos os anélogos topotecana, irinotecana e belotecan clinicamente ativos
com solubilidade melhorada em solucdo aquosa e com atividade citotoxica mais
potentes (Venditto e Simanek, 2010).

A homoharringtonina, um alcaloide isolado das cascas de Cephalotaxus
harringtonii (Knight ex J.Forbes) K.Koch e de Cephalotaxus fortunei Hook (Seca e
Pinto, 2018) foi aprovado pela FDA em 2012 sob o nome comercial de Synribo® para
o tratamento da leucemia mieldide crénica em diferentes paises do mundo, como
China, Japéo, Paquistdo, EUA e Alemanha (Li e Weng, 2017; Igbal et al., 2017,
Seca e Pinto, 2018). Essa molécula apresenta propriedades antitumorais
originalmente identificadas ha quase 40 anos, e demonstra um mecanismo de acao
anico, impedindo a etapa inicial de alongamento da sintese de proteinas (LU e
Wang, 2014). Embora o tratamento com homoharringtonina possa resultar em
alguma toxicidade hematoldgica, como mielossupresséao, a sua eficiéncia terapéutica
continua a ser avaliada, e seu uso € esperado em um futuro préximo em outras

malignidades hematoldgicas (Seca e Pinto, 2018).
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2.4. Estresse oxidativo e atividade antioxidante

O estresse oxidativo € definido como um desequilibrio entre moléculas
oxidantes e as defesas antioxidantes no organismo. Evidéncias indicam que a
interrupcdo da sinalizacdo redox é um aspecto importante para desencadear o
estresse oxidativo (Jones, 2006). Portanto, uma nova definicdo de estresse oxidativo
foi proposta como “um desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes em favor dos
oxidantes, levando a um interrompimento da sinalizacdo e do controle redox e / ou
danos moleculares” (Sies e Jones, 2007).

De acordo com Sies (2018), o grande conhecimento sobre a sinalizacdo
redox estimulou as pesquisas sobre o papel do estresse oxidativo sob condi¢des
fisiolégicas normais conhecida como eustress oxidativo e sobre condi¢cbes de
estresse oxidativo excessivo 0 qual apresenta consequéncias fisiopatoldgicas

chamada de distress oxidativo (Figura 2).
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Figura 2. Estresse oxidativo e sua relagdo com a sinalizagdo redox. Véarios oxidantes (ERO:
espécies reativas de oxigénio) sdo produzidos por fontes endégenas ou exdgenas. Seus niveis de
estado estacionario também sao controlados por reagfes de remocao (pias). A baixa exposi¢do ao
oxidante permite abordar alvos especificos no uso para sinalizacdo redox (eustress oxidativo),
enquanto a alta exposicdo promove o interrompimento da sinalizacdo redox e / ou danos a
biomoléculas (distress oxidativo). Figura adaptada e modificada de Sies, 2018 (Current Opinion in
Toxicology 2018, 7:122-126). https://doi.org/10.1016/j.cotox.2018.01.002.
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Na literatura sdo descritas 4 importantes espécies reativas que apresentam
Impactos negativos na biologia redox e consequentemente promovem 0 estresse
oxidativo, sdo elas as espécies reativas de enxofre (Giles e Jacob, 2002), de
carbonila (Vidal et al., 2014), de nitrogénio e de oxigénio (Wilhelm et al., 2016).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo um grupo de ions e moléculas
altamente reativas derivadas do oxigénio molecular como resultado do metabolismo
celular normal (Zou et al., 2017). Essas espécies podem ser produzidas por fontes
endogenas e exdgenas. As ERO enddgenas séo produzidas como subprodutos em
organelas celulares, como mitocdndrias, peroxissomos e também da atividade em
citocromo P-450, enquanto as fontes exdgenas de ERO incluem fumaca de cigarro,
poluentes do ar, medicamentos, ions de metais pesados, radiacdo ultravioleta e
ionizante (Prasad, Gupta e Tyagi, 2017; Lefaki et al., 2017).

Algumas das espécies reativas de oxigénio mais importantes com significado
fisiologico séo os radicais livres, como radical superdxido (O¢), radical hidroxila
(*OH), e alguns nao radicais derivados de O, capazes de gerar radicais livres, como
por exemplo, &cido hipocloroso (HCIO), 0zdnio (Os), oxigénio singlet (*O,) e peréxido
de hidrogénio (H2O2) os quais ndo séo considerados radicais livres mas sao muito
importantes pela capacidade de gerar radical hidroxila (OH+) em presenca de metais
como o ferro (Prasad, Gupta e Tyagi, 2017).

As ERO estdo associadas a inuameros processos fisiolégicos e
fisiopatoldgicos (Prasad, Gupta e Tyagi, 2017). Quando em baixas concentracdes no
organismo, as ERO apresentam efeitos benéficos através da regulacdo da
sinalizacao intracelular e da homeostase (Finkel, 2011). No entanto, niveis elevados
de ERO se tornam maléficos para a saude humana, pois resultam na superproducao
de radicais livres que podem danificar proteinas, DNA e lipideos (Acharya, et al.,
2010), facilitanto o desenvolvimento de varias doencgas, incluindo o cancer (Prasad,
Gupta e Tyagi, 2017).

Os acidos graxos poli-insaturados sdo um dos principais alvos de oxidacéo
das ERO. Os radicais superdxido (O2¢) e hidroxila (*OH) s&o importantes ERO
iniciadores da peroxidacdo de lipideos. Uma vez iniciada a peroxidacéo lipidica,
ocorrera uma propagacéao de reacdes em cadeia, até serem produzidos os produtos
finais de peroxidacao lipidica citotoxicos, tais como malondialdeido (MDA) que s&o

acumulados em sistemas biolégicos (Rahal et al., 2014). Além disso, as ERO podem
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induzir a modificacdes do DNA através da degradacdo de bases nitrogenadas,
guebras de fitas de DNA de cadeia simples ou dupla, eventos altamente relevantes
para o desenvolvimento do cancer (Birben et al., 2012). A oxidacdo das bases
nitrogenadas de DNA pode causar mutacdes e delecbes tanto no DNA nuclear
quanto no DNA mitocondrial, este Ultimo em especial, é o principal alvo devido a sua
proximidade com uma fonte primaria de ERO e sua capacidade de reparo deficiente
em comparacdo com o DNA nuclear (Rahal et al., 2014). Essas modificacbes
oxidativas levam a alteracfes funcionais em varios tipos de proteinas (enzimaticas e
estruturais), como fragmentacédo da cadeia polipeptidica, alteracdo da carga elétrica
das proteinas, reticulacdo de proteinas e oxidacdo de aminoacidos especificos, o
gue podem ter um impacto fisiologico substancial (Birben et al., 2012; Rahal et al.,
2014).

Para minimizar os danos oxidativos provocados pelos altos niveis de ERO o
nosso organismo detém de um importante mecanismo de defesa antioxidante
enddgeno categorizado em enzimatico e ndo enzimatico. De acordo com Mut-Salud
et al. (2016) os antioxidantes podem ser classificados em trés linhas de defesa de
acordo com seu mecanismo de acdo. Sao eles:

Antioxidantes de defesa da primeira linha - atuam para suprimir ou impedir a
formacao de radicais livres ou de espécies reativas nas células, sdo eles as enzimas
superéxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GSH-Px) e a catalase (CAT),
essenciais para manter os processos fisiol6gicos normais para o organismo.

A SOD é a primeiraenzima de desintoxicacdo e o0 antioxidante mais
poderoso da célula, apresenta alta atividade catalitica e por isso esta
constantemente se renovando. A glutationa peroxidase é uma importante enzima
intracelular que desempenha um papel crucial em inibir o processo de peroxidacao
lipidica, enquanto que a catalase, localizada principalmente nos peroxissomos
protege as células do dano oxidativo (dano no DNA) pela sua capacidade em
decompor de moléculas de peréxido de hidrogénio peroxissomal em moléculas de
agua e oxigénio (Sznarkowska et al.,, 2017; Ighodaro e Akinloye, 2017). Essas
enzimas antioxidantes sao indispensaveis na estratégia de defesa no organismo,
especialmente em referéncia ao radical superoxido anionico (*O;) que é gerado no
metabolismo celular normal através de varios processos (lghodaro e Akinloye,

2017).
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O radical superéxido (*O,) ou radical de oxigénio singlete (*O,) gerado nos
tecidos em reagBes do metabolismo € cataliticamente convertido em peréxido de
hidrogénio (H20O,) e oxigénio molecular (O,) pela SOD. O H,0, quando acumulado é
toxico para células e tecidos. Além disso, na presenca de Fe?*é convertido
em radical hidroxila deletério (*OH) através da reacao de Fenton .

A fim de evitar esse fenbmeno, a catalase abundante
nos peroxissomos decompde o H,O, em agua e em oxigénio molecular, reduzindo,
consequentemente os danos induzidos pelos radicais livres. No entanto, a catalase
esta ausente na mitocondria, dai a reducdo de H,O, para agua e peroxidos lipidicos

aos seus alcoois correspondentes é realizado pela glutationa peroxidase (Figura 3).
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Figura 3. Defesa antioxidante de primeira linha contra espécies reativas de oxigénio. Figura
adaptada e modificada de Ighodaro e Akinloye, 2017. (Alexandria Journal of Medicine, 2018, 54: 287-
293). https://doi.org/10.1016/j.ajme.2017.09.001.

Antioxidantes de defesa da segunda linha — s@o os antioxidantes nao
enzimaticos, esses tem a capacidade de inativar rapidamente radicais e oxidantes e,
assim, previnem reacfes em cadeia oxidativa. (Mirbnczuka-Chodakowsk et al 2018).
Os antioxidantes ndo enzimaticos sado classificados em metabdlicos e exdgenos

(Aslani e Ghobadi, 2016).
31


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/superoxide
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/peroxide
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hydroxyl-radical
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/fentons-reagent
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/peroxisome
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mitochondrion
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lipid-peroxide
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antioxidant
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/reactive-oxygen-species
https://doi.org/10.1016/j.ajme.2017.09.001

Os antioxidantes metabdlicos sdo produzidos endogenamente pelo corpo
através de vias metabdlicas, sdo eles a glutationa, acido lipdico, melatonina,
coenzima Q10, acido urico, bilirrubina e proteinas de ligacdo a metal (Pisoschi e
Pop, 2015). Essas moléculas possuem funcgdes bioldgicas muito importantes para o
organismo, o acido urico, por exemplo, € um eliminador eficaz de oxigénio singlete,
radical peroxila e hidroxila, além de proteger a membrana eritrocitaria da
peroxidacao lipidica, a bilirrubina exibe uma efetiva atividade citoprotetora (Pisoschi
e Pop, 2015). A melatonina, um eliminador de radical hidroxila tem a capacidade de
desintoxicar algumas espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, além de atuar
como regulador de algumas enzimas antioxidantes e prevenir a geracdo de niveis
crescentes de ERO durante a atividade mitocondrial (Mironczuk-Chodakowska et al
2018).

Embora o sistema de defesa antioxidante endégeno atue em conjunto para
prevenir ou minimizar os danos celulares indesejaveis causados por ERO, é
necessario a suplementacao de antioxidantes exdgenos, ou seja, moléculas obtidas
diariamente da alimentacdo rica em frutas, verduras, bebidas (sucos, vinhos, cha,
café), nozes e cereais (Rahal et al., 2014). Os antioxidantes exdgenos podem atuar
sinergicamente com o0s antioxidantes enddgenos para manter ou estabelecer a
homeostase redox e consequentemente promover um menor risco no
desenvolvimento de doencas induzidas pelo estresse oxidativo. Os compostos
fendlicos, carotenoides, vitaminas A, C e E, alguns minerais (selénio, enxofre, zinco)
sdo alguns antioxidantes exdgenos de maior importancia para a satde humana.

Os antioxidantes exdgenos exercem seus efeitos protetores no organismo
através de sete mecanismos de acao (Fraunberger et al., 2016). Conforme a figura
4, o mecanismo da acdo dos antioxidantes exdégenos sobre os radicais livres ocorre
através do processo de (1A) transferéncia de atomos de hidrogénio como o do grupo
hidroxila reativo presente, por exemplo, nas estruturas quimicas das vitaminas C e
E, de compostos fendlicos e de flavonol; (1B) doacao de elétrons; (1C) eliminacéo
direta; 2 quelagéo de metal; 3 restauracdo de antioxidantes enddégenos; 4 inibicdo de
espécies reativas; 5 agem como suporte de enzimas antioxidantes endogenas; 6

atuam como co-fator em enzimas antioxidantes; 7 quelam o oxigénio singlete.
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Figura 4. Mecanismos de acdo de antioxidantes exdgenos. Vermelho: enzimas; verde: outros
produtos; roxo: cofator / substrato; negro: espécies reativas; CAT, catalase; MC, quelante de metal,
POH, polifenol; GSSG, glutationa oxidada; MPO, mieloperoxidase. Figura adaptada de Fraunberger
et al.,, 2016. (Oxidative Medicine and Cellular Longevity, v.2016, Article ID 4729192, 14 paginas).
http://dx.doi.org/10.1155/2016/4729192.

Antioxidantes de defesa de terceira linha - séo representados por enzimas
proteoliticas e peptidases (proteinases e proteases), presentes no citosol e nas
mitocdndrias das células de mamiferos. Essas enzimas reparam os danos causados
por ERO e ou radicais livres as biomoléculas (DNA, proteinas e lipideos),
reconstituem a membrana celular danificada, combate lipideos oxidados,
reconhecem, degradam e removem proteinas modificadas oxidativamente e
impedem o acumulo de proteinas oxidadas (Lobo et al., 2010; Ighodaro e Akinloye,
2017).

Dada a importancia do sinergismo entre o0s sistemas antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos para a manutencéo da vida devido a capacidade de
promoverem um equilibrio redox intracelular e diminuicdo do dano celular

indesejavel causado por ERO, os antioxidantes exdégenos, e em particular os
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compostos fendlicos tem ganhado atencdo consideravel nos ultimos anos devido a
sua capacidade em atuar como moduladores redox em células cancerigenas (Kaur
et al., 2018).

2.5. Compostos fendlicos e atividades anticancer

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios produzidos por plantas
gue possuem pelo menos um anel aromatico contendo um ou mais grupos hidroxila.
Esses compostos sdo reconhecidos como moléculas importantes para a saude
humana devido a sua elevada capacidade antioxidante em quelar metais pelos
grupos hidroxila (Roleira et al., 2015).

O consumo de compostos fendlicos esta intimamente relacionado ao menor
risco no desenvolvimento de doencas. Estudos demonstram que essas substancias
reduzem o estresse oxidativo (Dzialo et al 2016), apresentam ag&o quimiopreventiva
contra o cancer (Owen et al., 2000; Jafari et al., 2014), antitumoral (Li et al., 2016),
antiviral (Karimi et al., 2016) e antibacteriana (Fu et al., 2016).

De acordo com Dzialo et al., (2016) sdo conhecidos aproximadamente 8,000
mil compostos fendlicos oriundos de vegetais que séo classificados em flavonoides
(flavonol, flavonas, flavanonas, flavan-3-ols, isoflavonas e antocianidinas) e nao
flavonoides (acidos fendlicos, lignanas, estilbenos, taninos e ligninas).

Os flavonoides constituem a maior classe dentro dos compostos fendlicos e
de acordo com a sua estrutura quimica, podem ser divididos em seis subclasses:
Flavonas (apigenina, lueteolina, tangeritina), flavonol (quercetina, kaempferol,
miricetina), flavononas (naringenina), flavan-3-ols (catequina e epicatequina),
isoflavonas (genisteina, daidezina e gliciteina) e antocianidinas (Dzialo et al., 2016).
Esses fitoquimicos podem ser encontrados em alguns grédos, sementes, folhas,
flores, frutos, bebidas (vinhos, chés, café, sucos) e cacau (Dzialo et al., 2016) e seu
consumo esté relacionado aos menores riscos no desenvolvimento de doencas.

Os flavonoides apresentam potente atividade antioxidante (Sharma et al.,
2013), acdo antibacteriana (Mishra et al., 2013, Santos et al., 2016), antiviral (Zandi
et al., 2011), anticancer (Nakachi et al., 2000) e anti-diabetico (Cheriet et al., 2016).
Além disso, eles inibem o estresse oxidativo (Yu et al., 2015), a peroxidacao lipidica
(Santos et al., 2018), apresentam acao anticoagulante e antiplaquetaria in vitro

(Chen et a., 2013).
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A atividade anticancer dos flavonoides € bem descrita na literatura. Sua agéo
guimiopreventiva esta relacionada ao seu potencial em interromper o processo de
carcinogénese e seu efeito terapéutico em apresentar atividade citotoxica e
antitumoral em varias linhagens cancerigenas.

Os flavonoides apigenina, luteolina, campferol e tangeretina estao entre mais
eficazes na inibicdo do crescimento das células do melanoma murino B16F10 e
melanoma humano SK-MEL-1 (Rodriguez et al., 2002; Kwak et al., 2009). A
guercetina inibe a expressédo da metaloproteinases de matriz extracelular 2 (MMP-2)
em células tumorais, reduz a formacdo de metdstase no cancer de préstata
(Aalinkeel et al.,2004; Vijayababu et al., 2006) inibe o crescimento, o potencial
invasivo e metastatico do melanoma B16-BL6 in vivo (Caltagirone et al., 2000).

Os flavan-3-ols séo representados pelo grupo das catequinas, tais como (+)
- catequina, (+) - galocatequina, (-) - epicatequina, (-) - epigalocatequina, (-) -
epicatequina 3-galato, (-) - epigalocatequina 3-galato. Os flavan-3-ols atuam como
anticancerigenos através de efeitos antioxidantes (Bors et al., 2000; Cos et al.,
2004), desintoxicantes (Galati e Brien, 2004), modulando o ciclo celular e induzindo
a apoptose (Tan et al., 2000; Chung et al., 2001), estimulam o sistema imunol6gico
(Sharma et al., 2005), reparam o DNA (Haza et al., 2011) e suprimem a metastase
(Yance e Sagar, 2006; Guruvayoorappan e Kuttan, 2008).

As catequinas sdo o0s principais constituintes do cha verde (Camellia
Sinensis) e descritas por apresentarem acdo quimiopreventiva. Um estudo pré-
clinico demonstrou que a ingestéo diaria de 10 xicaras (equivalente a 120 mL cada
xicara) ou a ingestdo de comprimidos produzidos com extrato de cha verde diminui
o risco de desenvolver cancer além de ndo apresentar efeitos toxicos para o ser
humano (Nakachi et al., 2000; Fujiki, et al., 2012).

O potencial anticancerigeno das catequinas e das epicatequinas aumenta
significativamente se esses compostos forem esterificados com acido gélico para
produzir catequina galato e epicatequina-3-galato. Neste aspecto o
epigalocatequina-3-galato é a catequina mais potente na inibicdo do crescimento
celular e na indugéo da apoptose (Du et al., 2012).

A epigalocatequina-3-galato € a catequina mais abundante do cha verde. Em
células de melanoma humano in vitro (melanoma amelanético A-375 e melanoma

metastatico Hs-294T) este composto apresenta efeito antiproliferativo dose-
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dependente, induz a apoptose pela via mitocondrial evidenciada pela diminuicdo da
expressdo da proteina anti-apoptética Bcl-2, aumento da expressao da proteina proé-
apoptotica Bax e ativacdo das caspases 9,7e 3, além disso, 0 composto € capaz de
inibir a formacédo de col6nias e a parada do ciclo celular sem apresentar efeito
citotéxico para os melandcitos normais (Nihal et al., 2005). Um estudo mais recente
de Siddiqui et al. (2014) demonstra in vivo a eficacia da adminstracdo oral de
epigalocatequina-3-galato nanoencapsulada (100 pg diluido em 100 uL de
PBS/camundongo) na inibicdo do crescimento do tumor xenoenxerto com células de
melanoma humano Mel 928 em compara¢do com o composto puro (1 mg/ diluido em
100 pL de PBS/camundongo). Neste estudo foi evidenciado que as proteinas chave
relacionadas a inducéo de apoptose (Bax, Bcl-2 e PARP) e inibicdo do ciclo celular
(ciclinas e CDKs) foram eficientemente moduladas nos tumores. Estudos tém
demonstrado que o epigalocatequina-3-galato apresenta efeito anti-proliferativo e
potencial anti-invasivo significativamente maior em células do melanoma humano do
gue outras catequinas monomeéricas, tais como epigalocatequina, epicatequina-3-
galato, galocatequina e epicatequina (Ravindranath et al., 2009; Singh e Katiyar,
2011).

Adicionalmente, outro estudo demonstrou que epigalocatequina-3-galato
diminui o potencial metastatico em células do melanoma B16F10 através do
aumento da rigidez celular sem causar qualquer alteracdo morfologica e
consequentemente inibe a migracdo das células tumorais (Watanabe et al., 2012).

Outra importante classe de compostos fendlicos com potencial antiicancer
bem descritos na literatura sé&o os taninos. Os taninos séo classificados segundo sua
estrutura quimica em dois grupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados.

Os taninos hidrolisaveis consistem de ésteres de acidos gdlicos e acidos
elagicos glicosilados, formados a partir do chiquimato, onde os grupos hidroxila do
acucar sao esterificados com os acidos fendlicos (Monteiro et al., 2005). O &cido
galico € um potente antioxidante dietético encontrado em varias plantas, frutas,
vinhos e ervas. Possui propriedades antiinflamatorias, antioxidantes, antivirais,
antibacterianas e anticancer contra varias linhagens celulares tumorais, tais como
cancer de pulméo, prostata, hepatico, eséfago, melanoma, leucemia, linfoma, célon,
colo do utero e mama (Subramanian et al., 2015) sem apresentar efeitos citotoxicos

em células ndo tumorais (Sun et al., 2016). Em células de melanoma humano
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A375.S2, o acido galico é descrito por reduzir a viabilidade celular de maneira dose-
dependente e induzir a morte celular por apoptose através da elevada expresséo
das das proteinas pré-apoptéticas Bax, baixa expressdo das proteinas anti-
apoptoticas Bcl-2, diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial, liberacéo
citocromo ¢ para o citosol, ativacdo de caspase-9 e caspase-3, além disso, o
composto promove a liberagédo do fator indutor de apoptose e da endonuclease G
demonstrando inducdo da apoptose através de uma via independente de caspases
(Lo et al., 2010). Adicionalmente, o acido géalico apresenta potencial antimetastatico
in vitro através da inibincdo da migracdo e da invasdo em células de melanoma
humano A375.S2, mediada pela baixa expressdo dos niveis das metaloproteinases
de matriz 2 (MMP-2), enzimas proteoliticas que desempenham papel importante na
invasdo, metastase e angiogénese de células cancerigenas (Lo et al.,, 2011). Um
estudo in ivo demonstrou que a aplicacdo topica do acido galico em camundongos
albinos Swiss com cancer de pele induzido com 7,12, dimetilbenz (A)
antraceno (DMBA)/ 6leo de Croton, foi capaz de diminuir o tamanho do tumor. Neste
estudo, verificou-se que o acido galico inibe as fases de iniciacdo e progressao do
tumor através da dimimuicdo dos niveis séricos da lactato desidrogenase (LDH) e
das isoenzimas da LDH, modulag&o do sistema enzimatico antioxidante (glutationa
transferase e glutationa reduzida) e reducéo das atividades e da expressado de MMP-
2 e MMP-9 (Subramanian et al., 2014).

Os taninos condensados sdo oligbmeros e polimeros formados pela
policondensacéo de duas ou mais unidades flavan-3-ol e flavan-3,4-diol. Essa classe
de taninos é denominada como proantocianidinas devido ao fato de os taninos
condensados produzirem pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas,
tais como cianidina e delfinidina, ap6s degradacdo com &acido mineral diluido a
guente. As proantocianidinas podem ser encontradas naturalmente em frutas e
bebidas de origem vegetal, tais como em sementes de uvas, cacau, uvas, maca,
chés e vinhos (Pal et al., 2016). As proantocianidinas consistem em subunidades de
catequinas e epicatequinas e podem ser classificadas em prodelfinidinas,
procianidinas e prorobinetidina.

As prodelfinidinas sdo descritas na literatura por inibirem a proliferacdo
celular e induzir a apoptose em células cancerigenas por vias apoptoticas

extrinsecas e intrinsecas dependentes de caspases (Fu et al.,, 2017) e parada do
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ciclo celular (Fujii et al.,2013). Ja as procianidinas, classe mais abundante de
proantocianidinas encontrada nas plantas (Fu et al., 2017), ndo apresenta efeitos
toxicos para células normais (Engelbrecht et a., 2007), porém em células
cancerigenas sao capazes de inibir a proliferacdo celular e induzir a morte por
apoptose através do aumento de ERO (Kumar et al., 2017), perda do potencial de
membrana mitocondrial e ativacdo da caspase-3 (Hsu et al., 2009).

Sementes de uva sdo excelentes fontes de proantocianidinas com atividade
anticancer para o melanoma. Recentemente estudos tém demonstrado que as
proantocianidinas de sementes de uva, induzem a apoptose in vitro e apresentam
potencial anti-metastatico in vivo, pela capacidade de inibir a invasdo/migracédo das
células do melanoma humano (A375 e Hs294) pela expressao endogena da COX-2
e pela inativagao da -catenina, um importante componente de adesao célula-célula
que regula a expressdo de varios genes alvos que medeiam 0s processos celulares
de proliferacdo e migracao celular (Vaid et al., 2011; Vaid et al., 2015; Vaid et al.,
2016). Além disso, o extrato da semente de uva € capaz de inibir 26% do numero de

nodulos pulmonares de melanoma metastatico em ratos (Martinez et al., 2005).
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2.6. Melanoma

O melanoma cutdneo maligno é o tipo de cancer de pele mais agressivo
devido ao seu forte potencial metastatico e resisténcia ao tratamento. O melanoma
resulta da proliferacdo descontrolada dos melandcitos, células especializadas em
produzir melanina, pigmento natural que pode ser encontrado em todo o corpo,
incluindo a pele, foliculos pilosos, iris, es6fago, meninges, superficies da mucosa
oral e anogenital (Gloster e Neal, 2006; Narayanan, Saladi e Fox, 2010; Schadendorf
et al., 2015; Mort, Jackson e Patton, 2015).

O melanoma apresenta forte associacdo com a exposicdo a radiacao
ultravioleta e é mais comumente desenvolvido em superficies expostas, tais como
tronco dos homens (peitos e costas) ou, em membros inferiores (pernas) nas
mulheres (Gloster e Neal, 2006; Narayanan, Saladi e Fox, 2010).

Sua incidéncia estd aumentando cada vez mais rdpido do que qualquer
outro tumor sélido (Eggermont, Spatz e Robert, 2014). De acordo com a American
Cancer Society, esta neoplasia tem aumento muito nos ultimos 30 anos, com taxas
20 vezes mais comum em populacdes de pele branca do que em populacbes de
pele escura. No geral, o risco para se desenvolver o melanoma € cerca de 2,5% (1
em 40) para brancos, 0,5% (1 em 200) para os hispanicos e 0,1% (1 em 1.000) para
negros.

Segundo dados da American Cancer Society, em 2017 foi diagnosticado
cerca de 87 mil novos casos de melanoma nos Estados Unidos, sendo cerca de 52
mil em homens e 35 mil em mulheres. As taxas de mortalidade estimavam
aproximadamente 9 mil mortes, sendo cerca 6 mil para homens e 3 mil para
mulheres. Os estados California, Flérida e Nova York sdo 0s que apresentam
maiores taxas para novos casos, cerca 9 mil, 7 mil e 5 mil, respectivamente.

No Brasil, o nimero de novos casos € menor comparado aos dados dos
Estados Unidos. Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), para o ano de
2018 estimam cerca de 6,260 novos casos de melanoma, sendo 2,920 novos casos
para homens e 3,340 novos casos para mulheres. Desse total, os estados que
apresentam maiores taxas de incidéncia sado: Santa Cantarina (6,14 casos para cada
100 mil homens e 5,33 casos para cada 100 mil mulheres), Rio Grande do Sul (5,71
casos para cada 100 mil homens e 4,74 casos para cada 100 mil mulheres), Parana

(4,86 casos para cada 100 mil homens e 4,39 casos para cada 100 mil mulheres),
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Goiés (3,91 casos para cada 100 mil homens), Sao Paulo (3,27 casos para cada 100
mil homens e 3,17 casos para cada 100 mil mulheres), Mato Grosso do Sul (3,18

casos para cada 100 mil homens e 2,56 casos para cada 100 mil mulheres).

2.6.1. Fatores derisco

Ainda ndo se pode afirmar com certeza a razdo do aumento drastico da
incidéncia do melanoma ao longo das ultimas décadas. No entanto, os fatores de
risco para o desenvolvimento do melanoma podem ser divididos em fatores
extrinsecos e intrinsecos que incluem maior exposi¢cao a radiacdo ultravioleta, seja
solar ou artificial, exposicdo a produtos quimicos, medicamentos, presenca de
nevos, e historico familiar (Ali, Yousaf e Larkin, 2013).

A radiacao ultravioleta (UV) € o mais importante carcinogeno ambiental para
o desenvolvimento do melanoma. Ela é composta por trés comprimentos de onda:
radiacdo UVA (320-400 nm), UVB (290-320 nm) e UVC (254 nm). Cada uma dessas
radiacGes apresentam caracteristicas fisicas e efeitos biolégicos distintos.

As radiacfes ultravioletas sdo de extrema importancia para o organismo,
pois converte a 7-diidrocolesterol em vitamina D, essencial para o metabolismo do
calcio no organismo e prevencao do melanoma (Merlino et al., 2016). No entanto,
exposi¢do intermitente aos raios ultravioleta apresentam efeitos nocivos através de
mecanismos diretos e indiretos na pele, tais como mutacdes, formacdo de dimeros
de ciclobutano pirimidina, inducdo da producdo de espécies reativa de oxigénio,
imunossupressao e producdo de fatores de crescimento (Garibyan e Fisher, 2010;
Pfeifer e Besaratinia, 2012; Lo e Fisher, 2014; Nikolaou e Stratigos, 2014).

Radiacdo UVA e UVB estdo diretamente relacionadas ao desenvolvimento
do cancer de pele, em particular o melanoma (Setlow RB, 1974; Langford et al.,
1998; Woodhead et al. 1999). UVA provoca danos diretamente no DNA por meio da
geracdo de radicais livres altamente reativos (Baier et al., 2006). Ja a radiacdo UVB,
afeta diretamente as pirimidinas adjacentes na dupla hélice do DNA e causam uma
reacdo fotoquimica. A radiacdo UVB é absorvida pelos residuos de timina e
citosina, resultando na formacao de fotoprodutos mutagénicos, incluindo dimeros de
ciclobutano pirimidina ou 6-4 fotoprodutos que contribuem para a malignidade.

Por outro lado, a radiagdo UVC néo apresenta qualquer envolvimento no

desenvolvimento do cancer de pele, pois é totalmente absorvida pelo oxigénio e pela
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camada de ozbnio da atmosfera, assim ndo atinge a superficie da terra e néo
contribue para os danos na pele em seres humanos.

Outros fatores de risco extrinsecos nao tdo proeminentes quanto a radiacao
UV sdo exposicdo a medicamentos e produtos quimicos. Psoralen € um
medicamento muito utilizado para o tratamento de psoriase e outras condi¢gfes
dermatolégicas, no entanto o individuo em tratamento deve evitar ao maximo a
exposicao solar, pois a radiacdo UVA provoca um grau substancial de danos
celulares, aumentando 10 vezes o risco de desenvolvimento do melanoma 15 anos
apos o tratamento (Stern, 2001).

A exposicdo a metais pesados e a certos produtos quimicos, tais como
pesticidas, hidrocarboneto policiclicos (por exemplo, individuos que trabalham em
indUstrias associadas com petréleo, impressao e eletrénica) esta associada a um
risco aumentado de melanoma, presumivelmente através da reacdo com a radiacédo
UVA que gera radicais livres que entéo provoca alteracées mutagénicas ao DNA dos
melandcitos (Fortes e Vries, 2008).

Além disso, o historico familiar é outro fator associado com maior risco para
o desenvolvimento do melanoma e corresponde cerca de 10% dos diagnésticos com
dois ou mais parentes afetados (Eggermont, Spatz e Robert, 2014). Esses
individuos apresentam maiores chances de ter alteracbes nos genes CDKNZ2A,
CDK4, MC1R, BRAF, pl16 / ARF provocadas por radiacdes ultravioleta. Essas
alteracfes levam ao acumulo de mutacdes genéticas nos melandcitos que ativam
oncogenes, inativam genes supressores de tumor e prejudicam mecanismos de
reparo do DNA iniciando o processo neoplasico melanoma (Schadendorf et al.,
2015; Arrangoiz et al., 2016).

2.6.2. Diagnéstico clinico

O diagnéstico precoce do melanoma permite que o tratamento seja realizado
numa fase em que a cura pode ser facilmente alcancada através da excisao
cirdrgica (Thompson, Scolyer, Kefford, 2005).

A primeira etapa do diagnostico clinico do melanoma € realizada pelo
sistema acronimo utilizado globalmente, chamado ABCDE (Figura 5). Este sistema
destaca as principais caracteristicas fisicas reconheciveis do melanoma, como:

assimetria (A), bordas irregulares (B), coloragéo variavel (C), didametro superior a 6
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mm (D) e evolucao (E) (Abbasi et al., 2004). De acordo com Tuong et al (2012), cada
sinal de um provavel melanoma maligno apresenta uma caracteristica distinta

comparado ao nevo benigno.

N&o Caracteristicas clinicas do melanoma
Melanoma

A - Assimetria — A maioria dos melanomas malignos iniciais
crescem em ritmo irregular, resultando em assimetria. Esta assimetria
difere das lesBes pigmentadas benignas que sao tipicamente
redondas e simétricas.

B - Bordas irregulares - A taxa de crescimento desigual
normalmente faz com que os melanomas tenham uma borda
irregular, ao contrario das lesdes benignas pigmentadas, que
tipicamente apresentam margens regulares.

C - Coloracéo variavel — Melanomas maculares apresentam cores
variadas desde marrom, preto, vermelho e branco. As lesdes
benignas séo geralmente de cor uniforme.

D — Diametro — A maioria dos melanomas apresentam diametros de
pelo menos 6 mm no momento do diagndstico.

E - Evolucdo — Os clinicos devem observar qualquer nevo
«— | —» "% evoluindo, particularmente focando mudancas na forma, tamanho,
* | sintomas (comich&o), superficie (sangramento, formacéo papular ou
nodular) e pigmentacéo ao longo do tempo.

Figura 5. Sistema acrénimo ABCDE utilizado globalmente para detectar as principais caracteristicas
fisicas reconheciveis do melanoma.

Esses critérios de avaliacdo ndo fornecem um modelo abrangente de todas
as caracteristicas do melanoma, sendo necessaria a realizacdo de bidpsias para ter
um diagnéstico confiavel da doenca (Tsao et al., 2015).

De acordo com American Joint Committee on Cancer (AJCC), o sistema de
estadiamentos do melanoma é classificado de acordo com a extensdo da doenca,
podendo ser classificado em estagio O, I, Il, lll e IV. Pacientes diagnosticados em
estagios iniciais apresentam sobrevida maior, enquanto que em estagios avancados
0 progndstico de sobrevida em cinco anos é de 40 % para o estagio lll e de 15 a 20
% para o estagio IV (ACS, 2016).
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Estagio 0 (melanoma in situ)

O termo melanoma in situ refere-se a uma proliferacdo de melandcitos com

ndcleos alargados que crescem num padrdo irregular inteiramente dentro da

epiderme (Figura 6) (Shain e Bastian, 2016). Os melanomas in situ podem persistir

por muitos anos antes de se tornarem invasivos, indicando que o crescimento

invasivo requer alteragfes genéticas adicionais e fatores de crescimento (Weinstock

e Sober, 1987; Shain e Bastian, 2016).

Estagio 0
Area anoernal
+ Epidenme
Mesanbdatos «—{ ¥
: ’
Melanina - Derme
= Tecido subcutaneo

Figura 6 — Estagio 0 do melanoma in situ.
Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK66034/#CDR0000062917 rl 884 1

Estagio |

Neste estagio do cancer o processo neoplasico ja é evidente. Esse estagio €

dividido em estagio IA e IB. No estagio IA, o tumor ndo apresenta ulceracdo na pele

e seu tamanho ndo ultrapassa mais do que 1 milimetro de espessura. Ja no estagio

IB, o tumor apresenta ulceracdo e espessura maior que 1 milimetro e menor que 2

milimetros (Figura 7).
Estagio |A

Cancer

Estagio 1B
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Figura 7 — Estagio | do melanoma
Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK66034/#CDR0000062917 rl 884 1
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Estagio I

O estagio Il do melanoma é dividido em estagios IIA, 1IB, e IIC. No estagio
[IA, o tumor pode apresentar de 1 a 2 milimetros de espessura, com ulceracao na
pele ou apresentar de 2 a 4 milimetros de espessura, sem ulceracao.

No estagio 1IB, o tumor apresenta de 2 a 4 milimetros de espessura, com
ulceracdo ou apresenta mais do que 4 milimetros de espessura, sem ulceracdo. Ja
no estagio IIC, o tumor apresenta espessura maior que a ulceracdo (Figura 8). O
risco do quadro metastatico e morte correlaciona-se com a profundidade da invaséo
dos melandcitos. Neste aspecto uma vez que as células do melanoma deixam a
epiderme e entram no tecido mesenquimal subjacente, como a derme ou
subcutaneo, o melanoma se tornou invasivo (Shain e Bastian, 2016).

o Estagio IIA

Ulceracao
ou Sem ulceracédo

Canci

Estagio 1B
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]
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- Derme

Tecido subcutdneo
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Figura 8 — Estagio Il do melanoma
Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK66034/#CDR0000062917 rl 884 1

Estagio lll

O tumor neste estagio pode ser de qualquer espessura, apresentando
ulceracdo ou ndo. Figura 9 (a) as células cancerigenas se espalham para um ou
mais nodulos linfaticos; (b) os ganglios linfaticos com cancer podem formar

emaranhados; (c) o cancer podem estar num vaso linfatico entre o tumor primario e
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os ganglios linfaticos; e / ou (d) tumores muito pequenos podem ser encontrados
sobre ou sob a pele, ndo mais do que 2 centimetros de distancia a partir do tumor

primario.

Estagio Il

Cancer
\

-~ / 3
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/ d

Sangy Linfonodo |
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Tumor primario—-+ y /emaranhados

Figura 9 — Estagio lll do melanoma.
Fonte: https://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK66034/#CDR0000062917 rl 884 1

Estagio IV

O estagio IV é caracterizado como melanoma metastatico, ou seja, as
células do tumor primério se desprendem, migram e colonizam outros 6rgaos (Figura
10). Semelhante a muitos tumores sdlidos, a metastase do melanoma geralmente
aparece primeiro nos ganglios linfaticos da area de drenagem do tumor primario, e
tendem a disseminar-se para varios orgaos, tais como ceérebro, pulméo, figado,
glanglios linfaticos, intestino delgado e ossos, tornando o uso das intervengdes
cirirgicas limitadas (Balch et al. , 2001; Soengas e Lowe, 2003; Shain e Bastian,
2016).
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Estagio IV
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Figura 10 — Estagio IV do melanoma.
Fonte: https://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK66034/#CDR0000062917 rl 884 1

2.6.3. Tratamento do melanoma
A identificacdo e o tratamento precoce do melanoma sdo ferramentas

clinicas essénciais para minimizar o alto indice de mortalidade. Atualmente, a
cirurgia, quimioterapia, terapia de radiacdo, imunoterapia e a terapia-alvo sdo os
cinco tipos de tratamento padrao utilizados em pacientes com melanoma. O método
do tratamento depende da fase e da localizac&o do tumor.

A remocao cirdrgica com margens de seguranca preferencialmente dentro
de 4 a 6 semanas do diagnostico inicial é a opcdo de tratamento padrdo ouro
predominante para pacientes com melanoma cutdneo primario que tém ganglios
linfaticos regionais clinicamente negativos (Schadendorf et al., 2015; Garbe et al.,
2016). Em casos avancados onde a cirurgia jA ndo € significativa, o uso da
guimioterapia é essencial.

Atualmente, existem 29 drogas aprovadas pela Food and Drug

Administration (FDA) para o tratamento do melanoma. A dacarbazina e a
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temozolomida sdo as drogas quimioterapicas mais utilizadas, individualmente ou
combinadas com outras drogas. A dacarbazina é uma droga alquilante administrada
por via intravenosa que permite remissfes completas apenas em 5 - 10% dos
pacientes (Serrone et al., 2000; Eggermont e Kirkwood, 2004). A inibicdo da sintese
do DNA, do RNA e de proteinas, s&o um dos mecanismos de acdo da dacarbazina.
Estes dados mostram que a dacarbazina é capaz de gerar varios metabolitos toxicos
gque podem ser responsaveis pelos seus efeitos bioldgicos (Al-Badr e Alodhaib,
2016). A Temozolomida, um derivado da dacarbazina apresenta permeabilidade
mais elevada e tem sido relatada por melhorar a resposta contra as metastases
cerebrais, mas ndo aumenta significativamente a sobrevivéncia global (Soengas e
Lowe, 2003).

A radioterapia é outra forma de tratamento para o melanoma. Essa terapia
tem sido utilizada desde a década de 1970 em areas onde a excisao cirdrgica teve
sucesso limitado (Khan et al., 2011). Entre as principais causas de morte celular
promovida pela radioterapia, destaca-se a apoptose envolvendo a via p53 e
caspases efetoras (Espenel et al., 2017). Além disso, a radioterapia melhora a
resposta antitumoral quando combinada com o tratamento de imunoterapia (Dewan
et al., 2009; Pal et al., 2015).

Diferentemente das terapias anteriores, a imunoterapia, estimula o sistema
imunologico do paciente a reconhecer e destruir células cancerosas de forma mais
eficaz. O uso desta terapia é muito apreciado no tratamento do melanoma,
principalmente ja em estado avancado (metastase). A interleucina-2 foi o primeiro
medicamento imunitario a ser aprovado para 0 melanoma metastatico em 1998 e
aprovado com bases na resposta de longa duracdo. No entanto, seus efeitos
colaterais podem incluir sintomas semelhantes aos da gripe, tais como febre,
calafrios, dores, fadiga acentuada, sonoléncia e baixa quantidade de células
sanguineas (ACS, 2017).

Pembrolizumabe e nivolumabe sdo outros medicamentos também utilizados
no melanoma metastatico, que melhoram a sobrevida global e sobrevida livre
comparada a dacarbazina e a ipilimumabe (Moreno et al., 2015; Weber et al., 2015;
Robert et al., 2015). Esses medicamentos tém como alvo principal a PD-1, uma
proteina expressa na superficie das células do sistema imunoldgico, denominadas

células T. Quando as proteinas PD-1 se ligam a PD-L1 (proteina que € expressa em
47



células normais e tumorais), impedem que as células T atacaquem outras células do
corpo. O bloqueio da ligagdo de PD-1 e PD-L1 aumenta a resposta imunoldgica do
organismo contra as células do melanoma metastatico (Topalian et al., 2012; Hamid
et al., 2013).

A compreensdo crescente das vias moleculares envolvidas no melanoma
tem apresentado novas perspectivas para a cura da doenca. Terapias alvo tem se
tornado uma opcdo de tratamento para muitos pacientes. Agentes como
Vemurafenib, dabrafenib e trametinib tem como alvo as vias RAS/RAF, MEK, ERK e
MAPK envolvidas no melanoma. Esses agentes tiveram aprovagdao da FDA para o
tratamento do melanoma, apds demonstrarem efeitos positivos na sobrevida de
pacientes (Strickland et al.,, 2015). Por sua vez, assim como outros agentes
utilizados para tratar o melanoma, esses inibidores também apresentam efeitos
secundarios no organismo e resisténcia ao melanoma (Strickland et al., 2015).

De maneira geral, os diferentes tipos de tratamentos visam células tumorais,
no entanto, células da medula, do trato digestivo e células foliculares pilosas
também sdo afetadas resultando em efeitos colaterais como mielossupressao
(diminuicdo da producdo de células sanguineas), mucosite (inflamacdo do
revestimento do aparelho digestivo), perda de cabelo, cardiotoxicidade,
neurotoxicidade e imunossupressao. Outra limitacdo é a resisténcia das células
tumorais as terapias disponiveis.

Neste sentido, a busca por novos agentes terapéuticos capazes de tratar o
melanoma com baixo efeito colateral e nenhuma resisténcia ao longo do tratamento
tem sido um grande desafio. Assim, a busca por novas alternativas oriundas de
plantas medicinais é plausivel, uma vez que estudos tém demonstrado que diversos
fitoquimicos além de ndo serem toxicos ou apresentarem baixa toxicidade, exibem
potencial no tratamento do melanoma (Saleem et al., 2008; Bhattacharya,
Darjatmoko e Polans, 2011; Harris et al.,2016; Ng et al., 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Investigar a composicdo quimica do extrato aquoso das cascas do caule de
Stryphnodendron adstringens (EASA) e avaliar suas propriedades antioxidante e

anticancer contra células de melanoma B16F10Nex-2.

3.2. Objetivos especificos

- Investigar a composi¢éo quimica do extrato aquoso das cascas do caule de
Stryphnodendron adstringens (EASA).

- Determinar a atividade antioxidante do EASA pelo método de captura dos
radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico de
2,2'-azino-bis (ABTS) e 2,2'-azobis (2-amidinopropano) di-hidrocloreto (AAPH).

- Avaliar o efeito anticAncer do EASA em células de melanoma murino
B16F10Nex-2.

- Investigar os mecanismos de morte celular na linhagem celular BL6F10Nex-

2, promovidos pelo EASA.
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Abstract: Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (Fabaceae) é uma espécie nativa do Cerrado
brasileiro conhecida como barbatimado. Na medicina tradicional, decoc¢des ou infusdes da casca do
caule desta planta sdo utilizadas no tratamento de varias doengas. O objetivo deste estudo foi
analisar a composi¢do quimica do extrato aquoso preparado a partir da casca do caule de
Stryphnodendron adstringens (EASA), sua atividade antioxidante e efeitos anticancer, bem como
caracterizar mecanismos de morte celular contra células de melanoma murino B16F10Nex-2.
Foram identificados no EASA 4cido galico, galocatequina, epigalocatequina, proantocianidinas
diméricas e triméricas principalmente compostas de unidades de prodelfidina e as cromonas
isoméricas C-hexosil- e O-pentosil-5,7-di-hidroxicromona. O EASA demonstrou a atividade
antioxidante através da eliminacdo direta de radicais livres, bem como através da inibi¢ao da
hemodlise oxidativa e da peroxidagao lipidica em eritrécitos humanos. Além disso, o EASA
promoveu morte celular induzida por apoptose nas células de melanoma, via aumento dos niveis
intracelulares de espécies reativas de oxigénio (ERO), disfuncdo do potencial de membrana
mitocondrial e ativagdo da caspase-3. Juntos, esses dados mostram os efeitos antioxidante e
anticancer de Stryphnodendron adstringens. Estes resultados abrem novas perspectivas para estudos
contra outras linhas celulares tumorais e em modelos in vivo, bem como para a identificacdo e
isolamento dos constituintes quimicos responsaveis por estes efeitos.

Palavras-chave: Cerrado; plantas medicinais; LC-DAD-MS; estresse oxidativo; ERO; melanoma;
caspase-3; apoptose.
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1. Introducao

A biodiversidade brasileira apresenta inimeras espécies vegetais que apresentam entre seus
constituintes compostos bioativos com potencial para o desenvolvimento de novos farmacos.
Dentre estas, o Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (Fabaceae), arvore nativa do cerrado
brasileiro, conhecida popularmente como barbatimao ou casca-da-mocidade. Na medicina popular,
a decocgao ou infusdo das cascas do caule desta planta sao utilizadas no tratamento de problemas
na prostata, doengas hepaticas, doengas da pele, ma circulagao, cicatrizagdo de feridas, infecgdes
fangicas, inflamacdo dentdria, gastrite e diabetes [1,2]. Alguns destes efeitos ja foram comprovados
cientificamente, sendo descritas suas atividades cicatrizante [3], anti-inflamatoria [4,5], antifangica
[6,7]. No entanto, outras propriedades bioldgicas ainda podem ser caracterizadas.

Estudos quimicos mostram que as cascas do caule de S. adstringens apresentam elevadas
concentragoes de taninos condensados (proantocianidinas) e mondmeros de flavan-3-ols [8,9], os
quais sao descritos na literatura por apresentarem atividades antioxidantes e propriedades
anticancerigenas [10,11].

A busca por plantas medicinais que apresentam propriedades antioxidantes, tém se
intensificado nos ultimos anos [12,13,14,15,16]. Antioxidantes naturais sdo moléculas que conferem
ao organismo protecdo contra os danos celulares promovidos pelo excesso de radicais livres,
responsaveis pela indugdo do estresse oxidativo [17]. O estresse oxidativo é caracterizado pelo
desequilibrio entre a producdo de substancias oxidantes e agentes antioxidantes enddgenos,
podendo ocasionar oxidacdo de biomoléculas presentes nas células tais como: acidos nucleicos,
proteinas e lipidios [13]. Essa condigdo bioldgica esta fortemente relacionada ao desenvolvimento
de diversas doencas, entre elas o cancer [18].

O melanoma € o tipo mais agressivo de cancer de pele, pois apresenta elevada capacidade
metastatica para outros 6rgaos. Originam-se nos melandcitos, células responsaveis pela producao
da melanina, o pigmento que da cor a pele [19]. Apesar do melanoma ter origem multifatorial, a
exposicao excessiva aos raios ultravioleta esta entre os principais fatores de risco [20]. Sua
incidéncia mundial é crescente, com taxas anuais de aproximadamente 132.000 novos casos [21]. As
chances de cura estao relacionadas a detecgdo e tratamento cirargico nos estagios iniciais da doenga.
Nos estagios mais avancados o progndstico de sobrevida é de 5 anos em aproximadamente 15 a
20% dos casos [22]. Atualmente, ndo existe um tratamento totalmente eficaz contra o melanoma
metastatico. No entanto, diferentes drogas quimioterdpicas estdo entre as principais opgdes para o
tratamento do melanoma [23,24].

Apesar dos beneficios no tratamento farmacologico do melanoma, a resisténcia a drogas
quimioterapicas e a alta toxicidade sdo os principais problemas identificados. Diante disso, a
identificacdo de compostos e moléculas anticancer, eficazes e com alta seletividade as células-alvo,
sdo de grande interesse farmacoldgico. Aproximadamente 49% dos agentes terapéuticos anticancer
aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) sdao oriundos de produtos naturais ou de
seus derivados [25]. Dentre estes quimioterapicos de origem vegetal utilizados no tratamento do
cancer estdo a vincristina, vimblastina e o taxol [26]. Assim, a identificacdo de compostos oriundos
de plantas medicinais, aliados a estratégias de tratamentos do céncer, sdo cruciais para o

desenvolvimento de terapias eficazes contra o melanoma.
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Desta forma, os objetivos deste estudo foram investigar a composi¢do quimica do extrato
aquoso das cascas do caule de S. adstringens, bem como avaliar sua atividade antioxidante e
anticancer e os mecanismos de morte promovidos contra células de melanoma B16F10Nex-2 in

vitro.

2. Resultados

2.1. Identificacdo dos constituintes do EASA por LC-DAD-MS / MS

Os constituintes quimicos do EADA foram identificados com base em UV, dados precisos de
MS e MS / MS em comparagao com dados espectrais relatados na literatura, e alguns compostos
puderam ser confirmados por andlises de padrdes auténticos. Todos os compostos identificados e
dados espectrais estao resumidos na Tabela 1.

Os picos cromatograficos (Figura 1) 1-9 e 12-13 mostraram uma banda intensa a = 280 nm
(Amax) no espectro de UV, que sdo atribuiveis as unidades de acido galico e flavan-3-ol, incluindo
as proantocianidinas (taninos condensados). (Figura 2). Os compostos 2, 6 e 8 exibiram ions
desprotonados em m/z 169.0140, 305.0673 e 305.0673, respectivamente, compativeis com as
férmulas moleculares C7H¢Os e C1sH14O7, e estes compostos foram confirmados como acido galico,
galocatequina e epigalocatequina pela injecdo de padrdes. Seus perfis de fragmentacdo sao
compativeis com dados publicados [27], e eles ja haviam sido relatados em S. adstringens [28,8].

Os metabdlitos 1, 3-5, 7, 9 e 12 exibiram ions a m/z 609 e 593, que correspondem a CsoH26014 e
Cs0H26013, caracterizando proantocianinas diméricas. Todos os metabdlitos apresentaram ions
fragmentos a m/z 305 que sao produzidos a partir de rea¢des de quinonas de metano com perdas de
304 e 288 u, confirmando assim prodelfinidina (PDE) e procianidina (PCY) / prorobinetidina (PRO).
As perdas comuns pelas reagoes de Diels Alder (RDA) de 168 e 152 u sugerem a presenca de
prodelfinidina / prorobinetidina e procianidina, respectivamente. Por exemplo, o produto ido m/z
423 [MH-168-H:20] - é observado para os metabolitos 1, 3-5 e 7, o ido m/z 423 [MH-152-H20] - ¢é
observado para 12 e o ido m/z 425 [MH-168] - de 9 unidades sugeridas de prodelfinidina (PDE),
procianidina (PCY) e prorobinetidina (PRO). Assim, os dimeros PDE-PDE, PCY-PDE e PRO-PDE
puderam ser identificados no extrato, e seus dados espectrais sdo compativeis com os dados
publicados [27]. Da mesma forma, o trimeros de prodelfinidina (1) e o dimero de hidroxibenzoila
da prodelfinidina, que ja foram isolados de S. adstringens [8], foram identificados.

Os compostos 10 e 11 mostraram espectros UV semelhantes com bandas com comprimentos de
onda de aproximadamente 257, 290 e 325 nm (ombro), que sao compativeis com compostos de
cromona [29]. Apresentaram massas precisas (m/z 485.1312 e 485.1317 [M-H] -) que correspondem a
férmula molecular C21H26O13. A fragmentagao de ides a m/z 485 produziu ides a m/z 353 [M-H-132]
-, sugerindo um substituinte de O-pentosilo na estrutura. Além disso, os ions de produto m/z 263
[MH-90] -, 245 [MH-90-H20] -, 233 [MH-120] - e 215 [MH-120-H20] - resultam de perdas de C4HsOx4
( 120 u), CsHesOs (90%) e moléculas de agua (18%). As perdas de 120 e 90 u sdao produzidas a partir
da fragmentacao do anel de agticar e sugerem um grupo C-hexosideo. Todas essas perdas foram
confirmadas pelo calculo das massas precisas de ions de produto. Assim, as substancias 10 e 11
foram putativamente identificadas como C-hexosil- e O-pentosil-5,7-di-hidroxicromona, e os seus
dados espectrais sao semelhantes aos seus dados reportados [30,31].
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Tabela 1. Identificagdo dos constituintes do extrato aquoso de S. adstringens por LC-DAD-MS / MS.

Pico RT Compostos UV (am) M Modo Negativo -m/z Modo Positivo - m/z
s (min) P MS[M-HI ()  MS/MS MS [M+HI (*) MS/MS
1 12 PDE-PDE (B type) 275 CawHxOu  609.1250 (2.5) 423,305, 177 611.1411 (2.6) 287,263,179
PDE-PDE-PDE (B type) CoHxOz 9131803 (33)  423,305,261,243,177  915.1955 (2.5) -
di-hexoside CoHzOu 3411093 (1.0) - 365.1051 (0.9) -
2 24 Acido galico* 270 C7HsOs 169.0140 (1.7) - 171.0291 (1.9) -
3 29  PDE-PDE (B type) 275 CxoH:Ou  609.1280 (4.9) 423,305,177, 165 611.1392 (0.6) 425,299, 287, 275, 263, 179
4 36  PDE-PDE (B type) 276 CwHzOu  609.1254 (0.8) 423,305,177, 165 611.1395 (1.6) 425,299, 287, 263, 179
5 42  PDE-PDE (B type) 275 CxoHzOu 6091259 (1.6) 423,305,177, 165 611.1400 (0.7) 425,299, 287, 275, 263, 245, 179
6 43  Galocatquina 275 CsHuOr 3050673 2.0) 179 307.0812 (3.2) 163, 159
7 61  PDE-PDE (B type) 275 CxoHxOu 6091245 (0.8) - 611.1422 (4.3) -
8 103  Epigalocatequina 274 CisHuOr 3050673 (19) 167 307.0823 (3.4) 195, 177, 163, 159
9 135  PRO-PDE (B type) 280 CoHxOn  593.1312(19) 305,177 595.1446 (0.1) 427
10 155 Chexosyl Opentosyl oo, o oz CubnOn 4851312 24) oo 9% 245 233 215 4er 1460 29) 355, 337, 319, 289, 259, 235, 205
5,7-dihydroxychromone 205
C-hexosyl O-pentosyl N 365, 353, 335, 263, 245,
173 i droxychromone 27 295325 CaFxOn  4851317(33) 00 o 487.1452 (1.0) 319, 301, 283, 259, 235, 205
12 190  PCY-PDE (B type) 278 CwHxOn 5931308 (1.3) 305 595.1453 (1.1) 427, 307, 289
13 198 fyZE;PDE benzoate (B g CyHnOw 7291461 (35)  423,305,287,261,177  731.1611 (0.6) 425, 407, 299, 287, 275, 263
14 235 NI 280 CuHzOn 5351840 3.6) - 537.1981 (2.7) -
15 354 NI 290, 330 CoHsOw 6751946 (22) 245,233, 215,207 677.2088 (1.8) 235,191, 163
573, 467, 365, 335, 317,
16 362 NI 300 CoHwOr 7052068 (45) 0/ »o0' o0 707.2193 (1.6) 325,221, 191

* erro em ppm; st: confirmado pelo padrao auténtico; sh: ombro; NI: nao identificado; PDE: prodelfinidina, PRO: prorobinetidina; PCY: procianidina.
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Figura 1. Cromatograma de ions totais no modo de ions negativos (A) e cromatograma em
comprimentos de onda de 270-330 nm (B) do EASA.

OH  23-trans gallocatechin (6)
2,3-cis  epigallocatechin (8)

HO, OH

HO (6]
Gallic acid (2)

Ri Ry

OH H Procyanidin (PCY) - 290 Da

H OH Prorobinetinidin (PRO) - 290 Da
OH OH Prodelphinidin (PDE) - 306 Da

Figura 2. Mondmeros de Flavan-3-ol compuseram as proantocianidinas de S. adstringens, um
tipo linear tipico B (A) e alguns compostos quimicos que foram identificados.
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2.2. Composigao quimica
A concentracdo de fenois totais foi de 195,16 + 0,94 mg EAG / g de EASA, e a concentragao
de flavondides foi 2,87 + 0,08 mg EQ / g de EASA.

2.3. Atividade antioxidante

2.3.1. Eliminacao dos radicais livres DPPH e ABTS

A concentragado inibitoria de 50% (ICs0) dos radicais livres ABTS e DPPH, bem como a
atividade maxima do EASA estao descritas na Tabela 2. O EASA apresentou resultados de 1Cso
semelhantes ao controle antioxidante acido ascorbico, em ambos os ensaios. Ja as concentragdes
necessarias para atingir a inibi¢do maxima dos radicais livres foram 2 e 5 vezes maiores em
relagdo ao acido ascorbico nos ensaios de ABTS e DPPH, respectivamente.

Tabela 2 — ICso e atividade maxima do antioxidante padrdo e do EASA na captura dos radicais
livres ABTS e DPPH.

Tratamento
Métodos Acido ascorbico EASA
ICso (ug/mL) Inibi¢ao Maxima ICs0 (ug/mL) Inibi¢ao Méaxima
% ug/mL % ug/mL
ABTS 1,34 £ 0,01 99,67+0,04 5 1,83 £0,15 99,68+0,08 10
DPPH 2,65+0,03 87,44 +2,13 10 3,81+0,02 89,92+1,36 50

Os resultados sao apresentados como média + EPM (n=3).

2.3.2. Efeito protetor do EASA contra a hemolise oxidativa

Ao longo de todo o periodo experimental, o EASA nao apresentou atividade hemolitica em
eritrocitos humanos, em nenhum dos tempos e concentracdes avaliadas (Figura 3A-D). Quando
em contato com o agente oxidante AAPH, todas as concentra¢oes testadas do EASA foram
capazes de proteger os eritrdcitos contra a hemolise durante os 240 min de incubagao, de forma
concentracdo e tempo dependente (Figura 4A-D). Este resultado foi superior ao controle
antioxidante acido ascérbico, que perdeu sua atividade anti-hemolitica nas concentragdes de 50
e 75 ug/mL aos 240 min de incubagao (Figura 4D).
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Figura 3. Avaliacdo da hemdlise em eritrécitos humanos incubados durante (A) 60, (B) 120, (C) 180 e

(D) 240 min com diferentes concentracdes de acido ascérbico e EASA (50-125 pg/ml). Os dados sao
expressos em média + EPM (n=3) em duplicata.
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Figura 4. Avaliacao da hemdlise em eritrocitos humanos incubados durante (A) 60, (B) 120, (C) 180 e (D)
240 min com o agente oxidante AAPH com diferentes concentragdes de acido ascdorbico e EASA (50-125

pg/mL). Os dados sao expressos em média + EPM (n=3) em duplicata. ***p < 0,0001 comparado com o
grupo controle AAPH.
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2.3.3. Dosagem do Malondealdeido (MDA)

A capacidade do EASA em proteger contra a peroxidacdo lipidica os eritrdcitos
incubados com o agente oxidante AAPH foi avaliada pela dosagem do conteido de MDA.
Todas as concentracdes do EASA foram capazes de reduzir os niveis de MDA apds 240 min de
incubagao. O tratamento dos eritrocitos com EASA nas concentragdes de 50 e 75 ug/mL reduziu
os niveis de MDA em 59,9 % e 62,0% em relagdo ao controle AAPH, respectivamente. Estes
resultados foram melhores, comparado ao controle acido ascdrbico, o qual apresentou redugdes
semelhantes (52,8% e 62,3%) apenas nas concentragdes de 100 e 125 ug/mL, respectivamente
(Figura 5). As doses mais altas do EASA nao foram tao eficazes e provavelmente ocorreu um
efeito pro-xidante.
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Figura 5. Concentracdo de malondialdeido (MDA) apds adigao do agente oxidante AAPH em eritrdcitos
incubados por 240 min com diferentes concentragdes (50-125 pg/mL) de acido ascorbico e do EASA. Os
dados sao expressos em média + EPM (n=3) em duplicata. “p < 0,05 e **p < 0,0001 comparado com o grupo
controle AAPH.

2.4. Atividade citotoxica e perfil de morte celular

B16F10Nex-2 cells foram tratadas com AESA por 24 e 48 h para avaliar a citotoxidade
celular. Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram utilizadas como controle.
As figuras 6A e B mostram que em ambos os periodos de tratamento o extrato apresentou
menor citotoxidade contra as peripheral blood mononuclear (ICs0 = 238,5 + 32,1 ug/mL e ICso =
257,7 + 82,7 pg/mL) do que contra a células B16F10Nex-2 (ICs = 65,0 + 1,6 ug/mL e ICs0 = 65,0 +
5,6 ug/mL).
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Figura 6. Curva de viabilidade em células PBMC e B16F10Nex-2. As células foram tratadas com diferentes
concentragdes de EASA em (A) 24 h ou (B) 48 h. Os dados sao expressos como a média + EPM (n = 3) em
triplicata. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,0001 comparado com as células BI6F10Nex-2.
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O EASA apresentou atividade citotoxica contra as células B16F10Nex-2 de forma concentragao
dependente (Figura 7A). Apds o tratamento de 24 e 48 h, a concentracdo inibitoria (ICso)
observada foi de 65 ug/mL. Os tratamentos com EASA nas concentra¢des de 65 e 100 ug/mL
promoveram dupla marcagdo (anexina V+/PI*), evidenciando morte celular por apoptose tardia
em aproximadamente 19,6 e 36,7 % das células, respectivamente (Figura 7B-C).
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Figura 7. Viabilidade e perfil de morte celular da linhagem melanoma B16F10Nex-2 apos tratamento com
diferentes concentragdes de AESA. (A) Viabilidade celular concentragdo-resposta (10 - 500 pg/mL) apds 24
e 48 h de tratamento. (B) Representacao do diagrama obtido por citometria de fluxo das células coradas
com Anexina V-FITC e PI apés tratamento de 24 h com AESA (65 e 100 pg/mL). Quadrante inferior
esquerdo (Anx/PI) representa células viaveis; quadrante inferior direito (Anx*/PI) representa as células
apoptoticas; quadrante superior esquerdo (Anx/PI*) representa células em necrose; e quadrante superior
direito (Anx*/PI") representa células em apoptose tardia. (C) Porcentagem de células mortas, obtidas do
diagrama correspondente as concentra¢des de 65 e 100 pig/mL. Os dados sdo expressos em média + EPM

s

(n=3) em duplicata. "“p <0,0001, comparado com o grupo controle nao tratado.

2.4.1. Fase do ciclo celular

O histograma mostra a distribui¢ao das fases do ciclo das células B16F10Nex-2 controle
(sem tratamento) e tratadas (65 pg/mL de EASA por 24 h) (Figura 8A). Nao foram observadas
diferengas entre as células do grupo controle e tratadas com AESA, evidenciando que o
tratamento com AESA nao alterou a distribuigao do ciclo celular desta linhagem celular (Figura
8B).
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Figura 8. (A) Histograma e (B) representacao grafica da porcentagem de células na fase GO/G1, S e G2/M apds
tratamento com EASA (65 pug/mL) por 24 h. Os dados sdo expressos em média + EPM (n=3) em duplicata.

2.4.2. Niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO)

As células tratadas com EASA (65 pg/mL) apresentaram aumento dos niveis de ERO,
demonstrado pelo deslocamento dos niveis de fluorescéncia para a direita do histograma
(Figura 9A). Os niveis de ERO aumentaram em aproximadamente 75% nas células B16F10Nex-
2tratadas com AESA em comparacao as células nao tratadas (Figura 9B).
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Figura 9. (A) Histograma e (B) representacido grafica da intensidade de fluorescéncia dos niveis de ERO das células
B16F10Nex-2 tratadas com EASA (65 pg/mL). Os dados sdao expressos em média = EPM (n=3) em duplicata. “p < 0,0001
comparado com o grupo controle ndo tratado.

2.4.3. Potencial de membrana mitocondrial

As células B16F10Nex-2 tratadas com o EASA demonstraram reducdo do potencial de
membrana mitocondrial ap6s 24 h de tratamento (Figura 10A). O potencial de membrana
mitocondrial das células tratadas com o controle positivo CCCP (30 uM) e com EASA (65
pug/mL) foi reduzido em 63,1 + 2,4 % e 38,7 = 2,9%, respectivamente, em relagao as células
controle nao tratadas (Figura 10B).
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Figura 10. (A) Grafico de densidade e (B) representacio grafica da porcentagem da alteracdo do potencial
de membrana mitocondrial das células de melanoma B16F10Nex-2 controle, tratadas com CCCP (30 uM) e
com EASA (65 ug/mL). Os dados sdao expressos em média + EPM (n=3) em duplicata. *p < 0,0001
comparado com o grupo controle nao tratado.

2.4.4. Ativagao da caspase-3

Ao investigar os efeitos do EASA sobre a caspase-3 em células B16F10Nex-2, foi
observado deslocamento dos niveis de fluorescéncia para a direita do histograma (Figura 11A),
com aumento de aproximadamente 40 % na intensidade da marcagao da caspase-3 clivada em
relacdo as células controle ndo tratadas (Figura 11B).
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Figura 11. (A) Histograma e (B) representacio grafica da ativagdo da caspase-3 em células B16F10Nex-2 tratadas com
EASA (65 pug/mL). Os dados sdo expressos em média + EPM (n=3) em duplicata. “p < 0,05 comparado com o grupo
controle nao tratado.

3. Discussao

As plantas medicinais sdo utilizadas ha séculos pela humanidade na prevengao e
tratamento de diversas doengas. No entanto, ainda hoje existe uma grande variedade de plantas
endémicas de biomas ainda pouco estudados que precisam ter seus constituintes quimicos
identificados e suas propriedades biologicas caracterizadas.

Nessa perspectiva, o Brasil vem se destacando por apresentar uma rica biodiversidade
vegetal com potencial para o desenvolvimento de novas drogas antioxidantes e antitumorais,
importantes na prevencao de doengas relacionadas ao estresse oxidativo e diferentes tipos de
cancer [13].

Stryphnodendron adstringens é uma das espécies encontradas no Cerrado brasileiro, que
demonstra potencial para desenvolvimento de novas drogas, tendo em vista sua composi¢ao
quimica e atividades biologicas ja descritas na literatura [3,5,6]. Estudos fitoquimicos prévios
demonstram que as cascas do caule de S. adstringens apresentam proantocianidinas [32,7],
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chalconas e compostos triterpénicos [4]. Esses compostos sao descritos por apresentarem
atividades antioxidantes e anticancerigenas [33,34,35,36].

Em nosso estudo, foram identificados acido galico, galocatequina, epigalocatequina e
proantocianidinas diméricas e triméricas (taninos condensados), compostos principalmente de
prodelfidina, procianidina e prorobinetidina. Essas substancias sdao comumente relatadas para
de S. adstringens [8,9]. No entanto, os metabdlitos de cromona foram apenas reportados na
familia Fabaceae [37]. Assim, os compostos isoméricos C-hexosil- e O-pentosil-5,7-di-
hidroxicromona sao descobertos recentemente a partir do género Stryphnodendron.

Nos tltimos anos, os antioxidantes naturais tém ganhado importancia pelo seu potencial
profilatico e terapéutico para muitas doengas, sendo uma ferramenta eficaz na eliminacdo de
espécies reativas, responsaveis pela inducdo do estresse oxidativo [17,14,38]. O extrato aquoso
das cascas de S. adstringens (EASA) demonstrou atividade antioxidante, atuando na captura dos
radicais livres ABTS e DPPH. Esta propriedade esta relacionada a concentragdo de compostos
fenolicos presentes no EASA, os quais sdao considerados excelentes antioxidantes naturais. A
acao destes compostos € descrita principalmente por sua atividade redox, atuando como
agentes redutores, doadores de hidrogénio e supressores de oxigénio singlete [39], o que resulta
na prevencdo de varias doengas associadas ao estresse oxidativo [40]. Dentre os compostos
fenolicos identificados no EASA, os taninos sao descritos como importantes agentes
antioxidantes [41]. Além disso, Luiz et al. [7] identificaram na casca do caule de S. adstringens a
presenga de proantocianidinas, classe de polifenois também conhecidos como taninos
condensados. As procianidinas diméricas sdo os compostos mais ativos da classe das
proantocianidinas, atuando na eliminagao de radicais livres por apresentar elevado peso
molecular e alto grau de hidroxilagao no anel aromatico [41].

Além da acgdo direta na captura de radicais livres, o EASA também atuou na protecdo de
eritrocitos humanos contra os danos gerados pelo agente oxidante AAPH, resultando na
inibicdo da hemolise oxidativa e reducdo dos niveis de MDA. Avaliacbes da atividade
antioxidante em modelos celulares sdo de grande importancia para investigar os mecanismos
de agdo de diferentes compostos, incluindo produtos naturais. A propriedade antioxidante
observada nos eritrécitos ndo foi decorrente da regulacdo de expressao de genes, pois este
modelo celular é anuclear, no entanto, pode ocorrer via a permeagao dos compostos na
membrana celular, bem como a interacdo com os sistemas antioxidantes enddgenos [42].

As ERO atuam como indutores de oxidagao dos lipidios na membrana celular, processo
metabolico que resulta na liberagdo de diversos subprodutos, como o malondialdeido, que
promove danos no DNA e pode contribuir de forma significativa para o desenvolvimento do
cancer [43].

A capacidade antioxidante observada nos eritrocitos pode estar relacionada aos
compostos quimicos identificados no EASA. Dentre os compostos identificados, o acido galico é
um composto fendlico bem descrito por apresentar atividades antioxidantes e anti-hemolitica
em eritrocitos humano [14,44]. As procianidinas também sao excelentes antioxidantes [45],
capazes de proteger eritrécitos da hemdlise oxidativa e da peroxidacdo lipidica induzida por
AAPH [46,47]. Além disso, os flavonoides conhecidos como catequinas, estdo entre os mais
abundantes e importantes constituintes quimicos do cha verde [48,49], e de outras espécies
vegetais [13], descritos como inibidores da peroxidacao lipidica [50].

Diversos estudos tém mostrado que extratos oriundos de produtos naturais, com elevada
concentragao de compostos fendlicos, inibem a peroxidagao lipidica em eritrdcitos humanos,
resultando em menor produgao de malondialdeido [14,15], além de apresentarem efeitos
citotdxico contra células tumorais [12,16,51].

A crescente busca por produtos naturais com propriedades antioxidantes e efeitos
citotdxicos seletivos para células tumorais, estao entre as estratégias para descoberta de novos
farmacos anti-cancer. Neste sentido, este estudo buscou investigar a atividade citotoxica do
EASA contra a linhagem de melanoma B16F10Nex-2, bem como identificar seus mecanismos de
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acao. O EASA apresentou efeito citotoxico contra as células de melanoma, com indugdo de
morte celular por apoptose. Esses efeitos observados podem ser atribuidos a composigdo
fenolica do EASA, uma vez que estes compostos ja foram descritos por apresentarem efeitos
citotdxicos em outras linhagens de células tumorais [52,54]. Modelos in vitro estdo prontamente
disponiveis e economicamente praticos. Além disso, eles tém sido amplamente aplicados,
incluindo estudos relacionados a descoberta, eficacia terapéutica e identificagdo de mecanismos
moleculares, otimizando a obtengao de resultados. Apesar do uso benéfico da linhagem B16, as
células de melanoma isoladas de doadores humanos também sao importantes para revelar a
real relevancia clinica dos compostos antitumorais [54].

O melanoma esta entre os tipos de cancer descritos por apresentar quimiorresisténcia a
agentes antitumorais [55,56]. A busca por derivados de produtos naturais tem apresentado
resultados promissores para terapia deste tipo de cancer. Dentre estes, a fracdo cloroférmica das
sementes dos frutos de Anthelminticum centratherum [57] e lectinas extraidas de rizomas de
Polygonatum curtonema [58] apresentaram efeitos citotoxico via apoptose em células do
melanoma A375 resultante do aumento da producdo de ERO, diminui¢do do potencial de
membrana mitocondrial, liberagao do citocromo-C e ativacdo de caspases.

A apoptose é o processo de morte celular programada, essencial para a manutencao da
homeostase, no entanto, este € o mecanismo pelo qual atuam algumas drogas antitumorais, tais
como doxorubicina [59], cisplatina [60] e vimblastina [61]. Esse mecanismo € caracterizado por
uma série de alteragdes bioquimicas e morfologicas, dentre elas, o aumento no nivel de ERO
[62], ativacdo de caspases [63], encolhimento celular, condensacdo da cromatina, fragmentacao
do DNA e formagao de corpos apoptoticos [64]. ERO sao moléculas quimicamente reativas
produzidas nas mitocondrias e que apresentam fung¢des essenciais na respiragao celular,
atuando na manuten¢do da homeostase em células normais. Em células tumorais, o
desequilibrio da produgao de ERO pode ser irreversivel, tornando a célula vulneravel ao
aumento do estresse oxidativo promovendo apoptose celular [65]. Agentes como procarbazina
[66] e diversos compostos fitoquimicos tém apresentado efeito citotoxico em células tumorais
através do aumento da produgao de ERO intracelular [57,58,67]. O aumento de ERO promove a
disfuncdo mitocondrial, resultando na perda do potencial de membrana mitocondrial [68].
Neste estudo, o AESA promoveu aumento da producdo de ERO, o que possivelmente
influenciou na disfuncdo do potencial de membrana mitocondrial e morte por apoptose
observada nas células de melanoma. Singh et al. [69] demonstrou que proantocianidinas obtidas
da fruta cramberry apresenta efeito citotoxico em células de neuroblastoma, via aumento da
geracao de ERO e despolarizagdo do potencial de membrana mitocondrial. Adicionalmente,
outros extratos e compostos de origem natural jA foram descritos como promissores no
tratamento do cancer por apresentarem aumento das ERO e despolarizagao do potencial de
membrana mitocondrial [70,71,72,73]. A producao excessiva de ERO contribui para a morte
celular apoptodtica através da liberacao de fatores pro apoptéticos, incluindo as caspases [74]. O
AESA aumentou a atividade da caspase-3, evidenciando que a ativagdo desta enzima estd
diretamente envolvida na apoptose das células de melanoma B16F10Nex-2.

As caspases sao uma familia de proteases consideradas reguladores centrais da apoptose
[75]. Elas atuam como um importante fator de sinalizagdo apoptdtica, desencadeada por
expressao das proteinas da familia Bcl-2 e pela liberacdo do citocromo-C a partir da membrana
mitocondprial interna para o citosol [76]. As caspases podem ser ativadas através de duas vias, a
extrinseca e a via intrinseca [77]. A via extrinseca inicia-se apds sinalizagao extracelular com
receptores de morte [78], ja& a via intrinseca € iniciada por estimulos intracelulares que
desencadeiam a permeabilizagdo da membrana mitocondrial, liberando o citocromo-C para o
citosol, com a subsequente ativagdo da caspase-9 que ativa a caspase-3, enzima chave para a
apoptose [77,79,80].

Dentre os compostos identificados, o acido galico apresenta efeitos citotoxicos contra
diversas linhagens de células tumorais, tais como mama [81], pulmao [82], carcinoma de células
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escamosas orais [83] e hepatocelular, sem apresentar efeitos citotéxicos em células normais [84].
Em células de melanoma murino B16F10, este composto € descrito por induzir a apoptose pela
via mitocondrial promovendo a overexpressions das enzimas caspase-3, caspase-9, PARP-1,
proteinas pré-apoptoticas Bax e Bad e underexpression das proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 e
Bcl-xL [85]. Nas células de melanoma humano (A375.52), além do envolvimento das caspases e
proteinas pro- e anti-apoptoticas € observado o aumento da produgao de ERO e diminui¢ao do
potencial da membrana mitocondrial [86]. No entanto, Badhanie et al. [87] descrevem que o
potencial anticancerigeno do acido galico nao esta relacionado a sua a¢ao antioxidante e sim a
sua atividade pré-oxidante.

As prodelfinidinas, que apresentam entre suas subunidades a galocatequina e
epigalocatequina, sao descritas por inibirem a proliferagao celular e induzir a apoptose em
células cancerigenas por vias apoptoticas extrinsecas e intrinsecas dependentes de caspases [88]
e parada do ciclo celular [89]. Procianidinas, classe mais abundante de proantocianidinas
encontrada nas plantas [88], ndo apresenta efeitos toxicos para células normais [90], porem em
células cancerigenas sdo capazes de inibir a proliferacdo celular e induz a morte por apoptose
através do aumento de EROS [91], perda do potencial de membrana mitocondrial e ativagdo da
caspase-3 [92]. As cromonas e seus derivados sao compostos heterociclicos distribuidos no reino
vegetal [93] conhecidos por apresentarem diversas atividades farmacoldgicas, entre elas
atividade antioxidante e anti-cancer, especialmente contra linhagens tumorais resistentes a
multiplos farmacos [94,95].

4. Material e Métodos

4.1. Coleta do material botanico

Cascas de Stryphnodendron adstringens foram coletadas em Outubro de 2014 e de 2015 no
estado no Mato Grosso do Sul, Brasil, sob as coordenadas S 22° 05" 545, W 055° 20" 746,
mediante autorizacao do Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade (SISBIO), n®
37931-3.

A identificagdo do material vegetal foi realizada por um botanico da Faculdade de
Ciéncias Bioldgicas e Ambientais, Universidade Federal da Grande Dourados (FCBA, UFGD),
Dourados, MS, Brasil. Uma exsicata da espécie foi depositada no Herbario DDMS sob o registro
n® 4815.

4.2. Preparo do extrato aquoso

Aproximadamente 300 g de casca fresca foram submetidas a maceragao com agua destilada
(2 L) durante 48 h a temperatura ambiente. O macerado foi filtrado em papel de filtro Whatman
n° 1, seguido de congelamento a -20 °C e posteriormente liofilizado para obter o extrato aquoso
de Stryphnodendron adstringens (EASA). O rendimento do extrato seco foi de 2,3%, calculado
usando a seguinte féormula: rendimento da extragdo (%) = (Pes / Pcr) x 100; onde: Pss - peso do
extrato seco (g) e Pcr= peso das cascas frescas (g). O EASA foi armazenado a -20 °C, protegido
daluz.

4.3. Analises quimicas

4.3.1. Identificagao dos constituintes por LC-DAD-MS

Um sistema cromatografico UFLC Shimadzu Prominence acoplado a um detector de
arranjo de diodos (DAD) e um espectrometro de massas foi utilizado para analisar e identificar
os compostos do extrato EASA. O espectrometro de massa foi um MicrOTOF-Q III (Bruker
Daltonics, Billerica, MA, USA), que tinha fonte de ioniza¢do por electrospray e analisadores de
tempo de voo quadrupolo. As andlises de MS foram realizadas em modo negativo e positivo.
Os parametros cromatograficos e espectrométricos de massa aplicados foram os mesmos
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descritos por Nocchi et al. [27]. O extrato EASA foi solubilizado em metanol e agua ultrapura (6:
4, v /v) almg/ mL, filtrado (membrana de PTFE, 0,22 um, Millex® , Millipore Corporation,
Bedford, MA, USA) e 2 uL foram injetados na coluna cromatogréafica.

4.3.2. Determinagdo de compostos fenolicos e flavonoides totais

4.3.2.1. Compostos fenolicos

Para determinar a concentracdo de compostos fenolicos presentes no EASA foi
realizado o método colorimétrico Folin-Ciocalteu [96]. Assim, 2,5 mL do reagente Folin-
Ciocalteu (diluido 1:10, v/v em agua destilada) foram adicionados a 0,5 mL do EASA (na
concentragao de 200 pg/mL). Esta solugao foi incubada no escuro durante 5 min. Em seguida,
foram adicionados 2,0 mL de solugdao aquosa de carbonato de sédio (Na2CO3) a 14% e
incubados a temperatura ambiente durante 120 min, protegido da luz. A absorbancia foi
mensurada a 760 nm utilizando um espectrofotometro T 70 UV/VIS (PG Instruments Limited,
Leicestershire, UK). Para construir uma curva de calibracdo foi utilizado como padrao o acido
galico (0,04 — 200 pg/mL). A concentracdo de compostos fendlicos presente no EASA foi
expressa em mg equivalente ao acido galico (EAG) / g de EASA. O ensaio foi realizado em
triplicata.

4.3.2.2. Flavonoides totais

A concentragao de flavonoides totais no EASA foi determinada conforme descrito por
Libério et al. [97]. 4,5 mL da solu¢do metandlica de cloreto de aluminio hexahidrato a 2%
(AICl5.6H20) foi incubado com 0,5 mL de EASA (na concentracdo de 200 pg/mL) e esta solugao
foi mantida durante 30 min a temperatura ambiente, protegida da luz. Logo apds, a absorbancia
foi mensurada a 415 nm utilizando um espectrofotometro T 70 UV/VIS (PG Instruments
Limited, Leicestershire, UK) e o flavonoide quercetina (0,04 — 200 pg/mL) foi utilizado para
construir uma curva de calibracdo. A concentracdo de flavonoides foi expresso em mg
equivalente de quercetina (EQ)/g de EASA. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.4. Atividade antioxidante
As atividades antioxidantes foram determinadas por diferentes métodos e as doses

foram definidas por ensaios previamente realizados, bem como com base em dados de espécies
do bioma Cerrado [12,14-16]

4.4.1. Ensaio de descoloracao do radical ABTS*+

O ensaio de descoloragdo do radical 2,2°- azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico
(ABTS*+), foi realizado de acordo com o método descrito por Re et al. [98]. O radical ABTS** foi
preparado com 5 mL da solucao aquosa de ABTS (7 mM ) e 88 uL da solugao de persulfato de
potassio (140 mM ). A solugao foi incubada durante 12-16 h a temperatura ambiente no escuro.
Em seguida, a solugao foi diluida em etanol absoluto (50 mL) para obter uma absorbancia de
0,70 nm + 0,05 unidades a 734 nm em espectrofotometro T 70 UV/VIS (PG Instruments Limited,
Leicestershire, UK). O volume de 20 pL da solugao de EASA (0,1 - 500 pg/ml) foram misturados
com 1980 pL de solugao do radical ABTS**, incubada durante 6 min (a temperatura ambiente no
escuro) e a absorbancia foi lida a 734 nm. O acido ascorbico (AA) foi utilizado como
antioxidante de referéncia e um controle do extrato foi realizado para cada concentragao
avaliada. Foram realizados trés experimentos independentes em triplicata. A porcentagem de
inibicado do ABTS*+ foi calculada de acordo com a seguinte equagdo, onde Abscontrole € a
absorbancia do ABTS*+ sem amostra testada.

Inlblgéo do radical ABTS** (%) = (1-AbSamostra /AbScontrole) x 100
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4.4.2. Atividade de captura do radical livre DPPH

A atividade de captura do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) foi avaliada
de acordo com o método descrito por Gupta & Gupta [99]. Para o ensaio, 0,2 mL do EASA (0,1 -
500 ug/mL) foi adicionado a 1,8 mL da solucdo de DPPH (0,11 mM, etanol 80%) e incubado a
temperatura ambiente durante 30 minutos no escuro. Posteriormente, a absorbancia foi
mensurada a 517 nm em espectrofotometro T70 UV/VIS (PG Instruments Limited,
Leicestershire, UK). O acido ascérbico (AA) foi utilizado como antioxidante de referéncia e um
controle do extrato foi realizado para cada concentracdo avaliada. Foram realizados trés
experimentos independentes em triplicata. A inibi¢do foi determinada de acordo com a
seguinte equagao, onde Abscontrole € a absorbancia da solugao de DPPH sem amostra.

AtiVidade de Captura dO DPPH (%) = (1 — AbSamostra/AbScontrole) x 100

4.4.3. Ensaio antioxidante em eritrocitos humano

Preparagao da suspensao de eritrdcitos

Os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD, Brasil (CEP nimero do parecer 2.407.793)).
Os eritrocitos obtidos a partir de sangue periférico de doadores saudaveis. O sangue coletado
foi adicionado em tubos contendo anticoagulante citrato de sddio e centrifugados (400 x g por
10 min). Posteriormente, o plasma foi removido e os eritrécitos foram lavados trés vezes com
solucao de cloreto de so6dio a 0,9% (NaCl). Os eritrdcitos foram resuspensos em solugao de NaCl
0,9% obtendo uma concentracao final de 2,5%.

Atividade hemolitica e inibi¢do da hemolise oxidativa

As avaliagOes da atividade hemolitica e da peroxidagao lipidica foram determinadas
em eritrocitos humanos de acordo com o método descrito por Campos et al. [100]. Os eritrocitos
foram pré-incubados com EASA ou acido ascorbico (50-125 pg/mL) a 37 °C durante 30 min. Em
seguida, 0,5 mL de NaCl 0,9% foram adicionados para avaliar a atividade hemolitica dos
tratamentou ou 0,5 mL do agente 2,2"-azobis-(2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH) a 50
mM foram adicionados para avaliar a protecdo contra a hemolise oxidativa. Como controle de
hemolise basal, os eritrdcitos foram incubados com NaCl 0,9 %, enquanto que para hemdolise
total os eritrdcitos foram incubados com 4gua destilada. Os tratamentos foram mantidos por
240 min a 37 °C sob agitacdo constante e analisados a cada 60 min. Para avaliar a hemolise, os
respectivos tubos (de cada periodo) foram centrifugados a 700 x g durante 5 min e o
sobrenadante (0,2 mL) foram recolhidos, adicionados a 1800 pL de NaCl e mensurado a
absorbancia a 540 nm em espectrofotometro T70 UV/VIS (PG Instruments Limited,
Leicestershire, UK). A porcentagem de hemolise foi calculada pela férmula abaixo, onde A é a
absorbancia da amostra e B é a absorbancia da hemodlise total. Foram realizados trés
experimentos em duplicata.

Hemélise (%) = (A amostra/B hemolise total) x 100

Dosagem do malondialdeido (MDA)

A capacidade de protecao do EASA contra a peroxidacdo lipidica em eritrocitos
humanos foi determinada pela dosagem de malondialdeido (MDA), de acordo com o método
descrito por Campos et al. [100]. Os eritrocitos foram pré-incubados com EASA ou &cido
ascorbico (50-125 pg/mL) a 37 °C durante 30 min. Em seguida, foram adicionados 0,5 mL da
solucdo oxidante AAPH (50 mM) em cada tratamento e incubados em foram adicionados, sendo
mantidos a 37 °C durante 4 h com agitacao constante. Ap6s 60, 120, 180 e 240 min os tubos
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foram centrifugados a 700 x g durante 5 min e 0,5 mL do sobrenadante foram transferidos para
tubos contendo 1 mL de acido tiobarbittrico (TBA) 10 nmol e incubados a 96 °C por 45 min.
Logo apds, as amostras foram resfriadas, adicionou-se 4 mL de alcool n-butilico e centrifugou-se
1600 x g durante 5 min. O sobrenadante lido a 532 nm em espectrofotdmetro T70 UV/VIS (PG
Instruments Limited, Leicestershire, UK). O controle foi preparado misturando-se TBA (1 mL) e
solugado de MDA 20 mM (0,5 mL). Foram realizados dois experimentos independentes em
duplicata. Os niveis de MDA das amostras foram expressos em nmol/mL, de acordo com a
seguinte formula:

20 x 220,32 )

MDA (nmol/mL) = Abs amostra X < Abs padrao MDA

4.5. Cultura de Células

Sangue periférico humano de doadores saudaveis foi coletado em tubos contendo
anticoagulante citrato de sddio. As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram
isoladas por Ficoll Histopaque-1077 (1,077 g/cm3) (Sigma-Aldrich, Alemanha) seguindo as
instrugdes do fabricante. O sangue foi centrifugado a 400 x g durante 30 min separando células
mononucleares em interfases facilmente diferenciadas. O uso de amostras humanas e o termo
de consentimento livre e esclarecido para os doadores foram aprovados pelo Comité de Etica
local da Universidade Federal da Grande Dourados (protocolo nimero 2.407.793).

A linhagem celular B16F10 foi originalmente obtida do Instituto Ludwig de Pesquisa
sobre o Cancer (ILPC), filial em Sao Paulo, Brasil. A BI6F10Nex-2, uma sublinhagem isolada na
Unidade Experimental em Oncologia (Universidade Federal de Sao Paulo — UNIFESP), mantém
as mesmas caracteristicas que a linhagem tumoral original com moderada agressividade in vivo.
A células mononucleares do sangue periférico e BI6F10Nex-2 foram cultivadas em meio RPMI
1640 (Gibco/Invitrogen, Minneapolis, MN) suplementada com 10 nM de 4-(2-Hydroxyethyl)
piperazine-1-ethanesulfonic acid (HEPES), 24 nM de bicarbonato de sodio e 10 % de soro fetal
bovino (SFB), todos da Gibco/Invitrogen, e 40 mg/mL de gentamicina (Hipolabor Farmacéutica,
Sabara, MG, Brasil). Todas as células foram mantidas em estufa com atmosfera umidificada
contendo 5% de CO, a 37°C.

4.5.1. Ensaio de viabilidade celular por MTT

A viabilidade celular foi realizada pelo ensaio colorimétrico utilizando 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). Células PBMC (12x10*
células/mL) e BI6F10Nex-2 (5 x10° células/mL) foram plaqueadas em microplacas de 96 pogos e
tratadas com diferentes concentragdes do EASA (0-500 pug/mL em RPMI 1640) durante 24 e 48 h.
Apos os tratamentos, o meio foi removido e em seguida adicionado 100 uL de MTT (0,5 mg/mL)
em cada poco, seguido de incubagdo por 4 h a 37 °C. Apos este periodo, o sobrenadante foi
removido e em seguida adicionado 100 uL de solvente (SDS 10 %, HCI 0.01M e agua milli-q)
para solubilizar os cristais de formazan. A absorbancia de cada pogo foi determinada a 630 nm
usando Leitor SpectraMax 250 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). A inibicdo da
viabilidade foi calculada com a férmula:

Viabilidade celular (%) = (AbScélulas tratadas/ AbScontrole) X 100

4.5.2. Perfil de morte celular

O perfil de morte celular foi avaliado de acordo com os métodos descritos por Paredes-
Gamero et al. [101], com pequenas modificagdes. Células B16F10Nex-2 foram cultivadas em
placas de 48 pogos (1 x 104 células/mL) em meio RPMI contendo 10% de FBS durante 24 h. Apds
esse periodo, as células foram tratadas com ICso de EASA (65 pug / mL) e 100 pug / mL. Em
seguida, as células foram desprendidas e lavadas com PBS. Posteriormente, as células foram
ressuspensas em tampao de marcagao anexina (0,14 M NaCl, 0,01 M Hepes e 2,5 Mm CaClz, pH
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7,4). As células foram marcadas com anexina V-FITC e iodeto de propideo (PI) (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA) durante 15 min em temperatura ambiente, de acordo com as
instrugdes do fabricante. Um total de 10.000 eventos foram adquiridos por amostra através da
analise em um citdmetro de fluxo Accuri C6 (Becton Dickinson). A analise foi realizada usando
o software Flow]Jo v10.2 LCC (Ashland, OR, USA).

4.5.3. Fases do ciclo celular

A distribuicao do ciclo celular foi realizada de acordo com o método descrito por
Paredes-Gamero et al. [101]. Células B16F10Nex-2 foram plaqueadas em placas de 24 pogos
(6x10* células/mL) e cultivadas com meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB na
auséncia ou presenca do EASA (65 pg/mL) durante 24 h a 37 °C. Apos este periodo, as células
foram fixadas e permeabilizadas como previamente descrito e incubadas com 4 mg/ml de
RNAse (Sigma-Aldrich) por 1 h a 37 °C. Para marcacdo do DNA celular, as células foram
incubadas com 5 ug/ml de SytoxGreen (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA). A
porcentagem de células em cada fase do ciclo celular (GO/G1, S e G2/M) foi determinada por
citometria de fluxo Accuri™ C6 (Becton Dickinson). Um total de 20.000 eventos foram
adquiridos por amostra. A analise foi realizada usando o software FlowJo v10.2 LCC.

4.5.4. Avaliagao dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO)

Os niveis intracelulares de ERO foram avaliados por citometria de fluxo utilizando o
corante diacetato 2, 7-dicloro-di-hidrofluoresceina (CM-H2DCFDA) (Molecular Probe-Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). As células B16F10Nex-2 foram plaqueadas em placas de 24
pocos (6 x 10* células/mL) e tratadas com EASA (65 ug/mL) durante 24 h a 37 °C.
Posteriormente, as células foram tripsinizadas e incubadas com 10 uM de H.DCFDA por 30 min
em temperatura ambiente e protegidas da luz. A fluorescéncia das ERO foi avaliada em
citometro de fluxo Accuri ™ C6 (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Um total de 10.000
eventos foram adquiridos por amostra. A analise foi realizada usando o software Flow]Jo v10.2
LCC.

4.5.5. Avaliacao do potencial de membrana mitocondrial

Para avaliar os possiveis efeito do EASA sobre o potencial de membrana mitocondrial,
células B16F10Nex-2 foram incubadas com o marcador fluorescente Iodeto de 5,5,6,6'-
tetracloro- 1,1,3,3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1); Molecular Probes, Eugene, OR,
USA) de acordo com o método descrito por Moraes et al. [102]. A sonda JC-1 é acumulada nas
mitocondria, sendo dependente do potencial. Células vidveis apresentam elevado potencial de
membrana mitocondrial, e sio marcadas em vermelho. Quando o potencial de membrana
mitocondrial diminui, as células sdo marcadas em verde. Neste ensaio, as células foram
plaqueadas em placas de 24 pocos (6 x 104 células/mL) contendo meio RPMI suplementado com
10% de FBS e tratadas com o controle positivo carbonilcianeto-m-clorofenilhidrazona (CCCP, 30
uM) ou EASA (65 ug/mL) durante 24 h a 37 °C. Apds esse periodo, as células foram
tripsinizadas, centrifugadas e incubadas com JC-1 (1 pg/mL) por 15 min em temperatura
ambiente. A fluorescéncia foi analisada em citometro de fluxo Accuri ™ C6 usando o software
CellQuest (Becton Dickinson). Um total de 10.000 eventos foram adquiridos por amostra. A
analise foi realizada usando o software Flow]Jo v10.2 LCC..

4.5.6. Atividade da caspase-3

A ativacdo da caspase-3 foi avaliada por citometria de fluxo de acordo com método
descrito por Moraes et al. [102], com pequenas modifica¢des. Células B16F10Nex-2 foram
plaqueadas em placas de 24 pogos (6x10* células/pogo) contendo meio RPMI suplementado com
10 % de SFB e tratadas com EASA (65 pg/mL) durante 24 h a 37 °C. Em seguida, as células
foram fixadas com paraformaldeido 2% em PBS durante 30 min e permeabilizadas em 0,01% de
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saponina por 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram incubadas com o
caspase clivada 3 (Asp175) e com anticorpo conjugado Alexa Fluor 488 a temperatura ambiente
e protegidas da luz. Apds incubacdo, a fluorescéncia foi analisada em citdmetro de fluxo
Accuri™ C6 (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Um total de 10.000 eventos foram
adquiridos por amostra. A analise foi realizada usando o software FlowJo v10.2 LCC.

4.6. Analise estatistica

Os dados sao apresentados como média + erro padrao da média (EPM). As diferencas
estatisticas significativas entre grupos foram determinadas utilizando o teste Student t-test para
comparacao entre dois grupos e analise de varidncia (ANOVA), seguido por teste de Dunnett’s,
para comparacao de dois ou mais grupos, utilizando o Software GraphPad Prism 5 (San Diego,
CA, USA). Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05.

5. Conclusodes

Em conclusdo, os resultados do presente estudo demonstram que o EASA da casca do
caule apresenta elevada concentracdo de compostos fenolicos (flavan-3-ols, acido galico,
proantocianidinas e cromonas), o que possivelmente esta relacionado as atividades
antioxidantes e efeitos anticancer em células de melanoma B16F10Nex-2. Além disso, o EASA
promoveu morte celular por apoptose, via aumento dos niveis de ERO intracelular, disfungao
do potencial de membrana mitocondrial e ativagdo da caspase-3 clivada. Resultados que abrem
novas perspectivas de investigagOes destes efeitos contra outras linhagens de células tumorais,
bem como em modelos in vivo de cancer.
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Erro padrao da média

Equivalente a quercetina

Espécie reativa de oxigénio

Acido 2-[4-(2-hidroxietil)-piperazin-1-il]-etanossulfénico
Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer
Malondealdeido

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltertrazdlio
Cloreto de sédio

Células mononucleares de sangue periférico, do inglés Peripheral Blood Mononuclear
Cells
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Acido tiobarbittrico
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6. CONCLUSAO GERAL

Os resultados do presente estudo demonstram que 0 extrato aquoso da
casca de Stryphnodendron adstringens (EASA) apresenta elevada
concentracdo de compostos fendlicos (flavan-3-ols, &cido galico,
proantocianidinas e cromonas), 0 que possivelmente esta relacionado as
atividades antioxidantes e efeitos anticancer observados contra as células de
melanoma B16F10Nex-2. Além disso, o0 EASA promoveu morte celular por
apoptose, via aumento dos niveis de ERO intracelular, disfuncdo do potencial
de membrana mitocondrial e ativacdo da caspase-3 clivada. Resultados que
abrem novas perspectivas de investigagdes destes efeitos contra outras

linhagens de células tumorais, bem como em modelos de cancer in vivo.
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Abstract: Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (Fabaceae) is a tree species native to the Brazilian
Cerrado commonly known as barbatimao. In traditional medicine, decoctions or infusions of the
stem bark of this plant are used in the treatment of several diseases. The objective of this study was to
analyze the chemical composition of Stryphnodendron adstringens aqueous extracts (SAAE) prepared
from the stem bark to assess their antioxidant activity and anticancer effects as well as characterize
cell death mechanisms against murine B16F10Nex-2 melanoma cells. From the SAAE, gallic
acid, gallocatechin, epigallocatechin, dimeric and trimeric proanthocyanidins mainly composed of
prodelphinidin units and the isomeric chromones C-hexosyl- and O-pentosyl-5,7-dihydroxychromone
were identified. The SAAE showed antioxidant activity through direct free-radical scavenging as well
as through oxidative hemolysis and lipid peroxidation inhibition in human erythrocytes. Furthermore,
SAAE promoted apoptosis-induced cell death in melanoma cells by increasing intracellular reactive
oxygen species (ROS) levels, inducing mitochondrial membrane potential dysfunction and activating
caspase-3. Together, these data show the antioxidant and anticancer effects of Stryphnodendron
adstringens. These results open new perspectives for studies against other tumor cell lines and in vivo
models as well as for the identification and isolation of the chemical constituents responsible for
these effects.

Keywords: Cerrado; medicinal plants; LC-DAD-MS; oxidative stress; ROS; melanoma;
caspase-3; apoptosis

1. Introduction

Brazilian biodiversity has numerous plant species with bioactive compounds among their
constituents with potential for the development of new drugs. Among them, Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville (Fabaceae) is a tree species native to the Brazilian Cerrado, commonly
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known as barbatimao or casca-da-mocidade. In traditional medicine, decoctions or infusions of the
stem bark of this plant are used to treat prostate problems, liver and skin diseases, poor circulation,
wounds, fungal infections, dental inflammation, gastritis and diabetes [1,2]. Some of these effects
have already been scientifically shown, including their wound healing [3], anti-inflammatory [4,5],
antifungal [6,7] activities. However, other biological properties may still be characterized.

Chemical studies show that the stem bark of S. adstringens has high concentrations of condensed
tannins (proanthocyanidins) and flavan-3-ol monomers [8,9], which are described in the literature for
their antioxidant activities and anticancer properties [10,11].

The search for medicinal plants with antioxidant properties has intensified in recent years [12-16].
Natural antioxidants are molecules that protect the organism from cellular damage resulting from
excess free-radicals responsible for inducing oxidative stress [17].

Oxidative stress is characterized by the imbalance between the production of oxidizing substances
and endogenous antioxidants, and it may cause the oxidation of biomolecules such as nucleic acids,
proteins and lipids [13]. This biological condition is strongly related to the development of various
diseases, including cancer [18].

Melanoma is the most aggressive skin cancer due to its high metastatic capacity. Melanoma cells
originate in melanocytes, cells responsible for the production of melanin, which is the pigment that
gives color to the skin [19]. Although melanoma is a multifactorial disease, excessive exposure to
ultraviolet radiation is among the main risk factors [20]. Its worldwide incidence is increasing, with
annual rates of approximately 132,000 new cases [21]. The chances of a cure are related to detection
and surgical treatment in the early stages of the disease. In the more advanced stages, the five-year
survival prognosis ranges from approximately 15 to 20% of cases [22]. Currently, no fully effective
treatment against metastatic melanoma is available. However, different chemotherapeutic drugs are
among the main melanoma treatment options [23,24].

Despite the benefits from the treatment of melanoma with pharmacological drugs,
chemotherapeutic drug resistance and high toxicity are the main problems identified. Therefore,
the identification of effective anticancer compounds and molecules with high target cell selectivity is of
great pharmacological interest. Approximately 49% of Food and Drug Administration (FDA)-approved
anticancer therapeutic agents are derived from natural products or their derivatives [25].

These chemotherapeutic agents of plant origin used in cancer treatment include vincristine,
vinblastine, and Taxol [26]. Hence, the identification of compounds extracted from medicinal plants,
combined with cancer treatment strategies, is crucial for developing effective therapies for melanoma.

Thus, the objectives of this study were to analyze the chemical composition of S. adstringens
aqueous extracts prepared from stem bark and to assess their antioxidant activity, anticancer effects
and in vitro cell death mechanisms against B16F10Nex-2 melanoma cells.

2. Results

2.1. Identification of the Constituents from the SAAE by LC-DAD-MS/MS

The chemical constituents from the Stryphnodendron adstringens aqueous extracts (SAAE) were
identified based on UV, accurate MS and MS/MS data compared to spectral data reported in the
literature, and some compounds could be confirmed by analyses of authentic standards. All identified
compounds and spectral data are summarized on Table 1.
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Table 1. Identification of the constituents from S. adstringens aqueous extract (SAAE) by LC-DAD-MS/MS.

. Com d Negative Mode (m/z) Positive Mode (m/z)
Peak  RT (min) poun UV (nm) MF —
MS [M — H]~ (*) MS/MS MS [M + HI* (*) MS/MS
1 12 PDE-PDE (B type) 275 CaoHa6014 609.1250 (2.5) 423,305,177 611.1411 (2.6) 287, 263,179
PDE-PDE-PDE (B type) Cus5H3502, 913.1803 (3.3) 423,305,261, 243,177 915.1955 (2.5) -
di-hexoside C1oHpOn 341.1093 (1.0) - 365.1051 (0.9) -
2 24 Gallic acid 5 270 C7H4Os 169.0140 (1.7) - 171.0291 (1.9) -
3 29 PDE-PDE (B type) 275 CaoHasOrn4 609.1280 (4.9) 423,305,177, 165 611.1392 (0.6) 425,299,287, 275, 263, 179
4 3.6 PDE-PDE (B type) 276 CaoHa6014 609.1254 (0.8) 423,305,177, 165 611.1395 (1.6) 425,299, 287, 263, 179
5 42 PDE-PDE (B type) 275 CaoHa6014 609.1259 (1.6) 423,305,177, 165 6111400 (0.7) 425,299,287, 275,263,245, 179
6 43 Gallocatechin 5t 275 Cy5H1,07 305.0673 (2.0) 179 307.0812 (3.2) 163,159
7 6.1 PDE-PDE (B type) 275 Ca0H26014 609.1245 (0.8) - 611.1422 (4.3) -
8 103 Epigallocatechin 5 274 Ci5H1407 305.0673 (1.9) 167 307.0823 (3.4) 195,177, 163, 159
9 135 PRO-PDE (B type) 280 CaoHa6013 593.1312 (1.9) 305,177 595.1446 (0.1) 427
10 155 C-hexosyl O-pentosyl 257,285,327 *h Co1HagOr3 4851312 (24)  353,335,245,233,215,205 4871460 (29) 355,337, 319,289,259, 235, 205
5,7-dihydroxychromone
11 173 5?2?;3&35?;5;?’; 257,295, 325 %h Ca1Hp6013 485.1317 (3.3) 36%6?,5?’3?3’1;632’5@45' 487.1452 (1.0) 319, 301, 283, 259, 235, 205
12 19.0 PCY-PDE (B type) 278 CaoHa6013 593.1308 (1.3) 305 595.1453 (1.1) 427,307, 289
13 198  PDE-PDE benzoate (B type) 278 CayHz0016 729.1461 (3.5) 423, 305, 287, 261,177 731.1611 (0.6) 425,407,299, 287, 275, 263
14 235 NI 280 Ca6HzOn, 535.1840 (3.6) - 537.1981 (2.7) -
15 35.4 NI 290, 330 CoHz016 675.1946 (2.2) 245,233, 215,207 677.2088 (1.8) 235,191, 163
16 362 NI 300 Cs3HagO17 705.2068 (4.5) 573, 467, 365, 335, 317, 707.2193 (1.6) 325,221,191

245,237,233, 215

st.

* error in ppm; *: confirmed by authentic standard; *": shoulder; MF: molecular formula; RT: retention time; NI: non identified; PDE: prodelphinidin, PRO: prorobinetidin;

PCY: procyanidin.
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The chromatographic peaks (Figure 1) 1-9 and 12-13 showed an intense band at ~280 nm
(Amax) in the UV spectrum, which are assignable to gallic acid and flavan-3-ol units, including the
proanthocyanidins (condensed tannins) (Figure 2). The compounds 2, 6 and 8 exhibited deprotonated
ions at m/z 169.0140, 305.0673 and 305.0673, respectively, which are compatible with the molecular
formulas C;H¢Os and C15H1407, and these compounds were confirmed to be gallic acid, gallocatechin
and epigallocatechin by the injection of standards. Their fragmentation profiles were compatible with
published data [27], and they had already been reported from S. adstringens [8,28].
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Figure 1. Total ion chromatogram in the negative ion mode (A) and chromatogram at wavelengths of
270-330 nm (B) of S. adstringens aqueous extract (SAAE).

HO.
2
4
OH

OH 23-trans gallocatechin (6)
2,3-cis  epigallocatechin (8)

HO, o
Ri Ry
OH H Procyanidin (PCY) - 290 Da HO OH
H OH Prorobinetinidin (PRO) - 290 Da
Gallic acid (2)

OH OH Prodelphinidin (PDE) - 306 Da HO
Condensed tannin B-type

Figure 2. Structures of flavan-3-ol monomers composed the proanthocyanidins from S. adstringens
aqueous extract (SAAE), a typical condensed tannin B-type and some chemical compounds that

were identified.

The metabolites 1, 3-5, 7, 9 and 12 exhibited ions at m/z 609 and 593, which correspond to
C30H26014 and C39HpsO13, characterizing dimeric proanthocyanins. All of the metabolites showed
fragment ions at m/z 305 that are yielded from quinone methide reactions with losses of 304
and 288 u, thus confirming prodelphinidin (PDE) and procyanidin (PCY)/prorobinetidin (PRO).
The common losses by Retro Diels Alder (RDA) reactions of 168 and 152 u suggest the presence
of prodelphinidin/prorobinetidin and procyanidin, respectively. For example, the product ion m/z
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423 [M - H-168-H,O] "~ is observed for the metabolites 1, 3-5 and 7, the ion m/z 423 [M - H-152-H,O]~
is observed for 12 and the ion m/z 425 [M-H-168]~ of 9 suggested prodelphinidin (PDE), procyanidin
(PCY) and prorobinetidin (PRO) units. Thus, the dimers PDE-PDE, PCY-PDE and PRO-PDE could be
identified in the extract, and their spectral data are compatible with the published data [27]. In the
same way, the trimer of prodelphinidin (1) and the hydroxy-benzoyl dimer of prodelphinidin, which
already were isolated from S. adstringens [8], were identified.

Compounds 10 and 11 showed similar UV spectra with bands at wavelengths of approximately
257,290 and 325 nm (shoulder), which are compatible with chromone compounds [29]. They presented
accurate masses (m/z 485.1312 and 485.1317 [M — H] ") that corresponded to the molecular formula
Cy1Hp6013. The fragmentation of ions at m/z 485 yielded ions at m/z 353 [M—H-132]~, suggesting
an O-pentosyl substituent on the structure. In addition, the product ions m/z 263 [M—H-90],
245 [M—H-90—H,0]—, 233 [M—H-120]~ and 215 [M—H-120—H,O] "~ result from losses of C4HgOy4
(120 u), C3HgO3 (90 u) and water molecules (18 u). The losses of 120 and 90 u are produced from the
fragmentation of the sugar ring and suggest a C-hexoside group. All of these losses were confirmed
by the calculation of the accurate masses of product ions. Thus, substances 10 and 11 were putatively
identified as C-hexosyl- and O-pentosyl-5,7-dihydroxychromone, and their spectral data are similar to
their reported data [30,31].

2.2. Chemical Composition

The concentration of total phenols was 195.16 &+ 0.94 mg GAE/g SAAE, and the concentration of
flavonoids was 2.87 = 0.08 mg QE/g SAAE.

2.3. Antioxidant Activity

2.3.1. ABTS and DPPH Free-Radical Scavenging

The 50% inhibitory concentration (ICsy) of 2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic
acid) (ABTS) and 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free-radicals as well as the maximum activity
of the SAAE are outlined in Table 2. The SAAE had IC5 results similar to those of the antioxidant
control, ascorbic acid, in both assays. Conversely, the necessary concentrations of SAAE to reach the
maximum free-radical inhibition were two and five times higher than those of ascorbic acid in the
ABTS and DPPH assays, respectively.

Table 2. IC5p and maximum activity of the standard antioxidant and of S. adstringens aqueous extract
(SAAE) in ABTS and DPPH free-radical scavenging.

Ascorbic Acid SAAE
Methods ICs Maximal Inhibition 1C5¢ Maximal Inhibition
pug/mL % ug/mL ug/mL % pug/mL
ABTS 1.34 +£0.01 99.67 + 0.04 5 1.83 +0.15 99.68 + 0.08 10
DPPH 2.65 + 0.03 8744 £2.13 10 3.81+0.02 89.92 + 1.36 50

Results are expressed as the mean 4+ SEM (n = 3).

2.3.2. Protective Effect of the SAAE Against Oxidative Hemolysis

Throughout the experimental period, the SAAE showed no hemolytic activity in human
erythrocytes at any time and concentration tested (Figure 3A-D). When in contact with the oxidizing
agent 2,2'-Azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH), all of the SAAE concentrations
tested were able to protect the erythrocytes against hemolysis during the 240 min incubation in a
concentration- and time-dependent manner (Figure 4A-D). This result was better than that of the
antioxidant control, ascorbic acid, which lost its anti-hemolytic activity at concentrations of 50 and
75 pug/mL after 240 min of incubation (Figure 4D).
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Figure 3. Assessment of hemolysis in human erythrocytes incubated for (A) 60, (B) 120, (C) 180 and

(D) 240 min with different concentrations of ascorbic acid and the SAAE (50-125 pg/mL). Data are
expressed as the mean 4+ SEM (1 = 3) in duplicates.
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Figure 4. Assessment of hemolysis in human erythrocytes incubated for (A) 60, (B) 120, (C) 180 and
(D) 240 min with the oxidizing agent AAPH with different concentrations of ascorbic acid and the
SAAE (50-125 pug/mL). Data are expressed as the mean + SEM (n = 3) in duplicates. *** p < 0.0001,
compared with the control group AAPH.
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2.3.3. Malondialdehyde (MDA) Dosage

The ability of the SAAE to protect erythrocytes incubated with the oxidizing agent AAPH
against lipid peroxidation was assessed by MDA quantification. All of the SAAE concentrations were
able to reduce the MDA levels after 240 min of incubation. Erythrocyte treatment with the SAAE
at concentrations of 50 and 75 pg/mL reduced the MDA levels by 59.9% and 62.0%, respectively,
compared with the control AAPH. These results were better than those assessed with the control
ascorbic acid, which showed similar reductions (52.8% and 62.3%) only at concentrations of 100 and
125 pg/mL, respectively (Figure 5). The higher doses SAAE were not so effective and a pro-oxidant
effect probably occurs.

60001
7
S 40001 T X
E . EE g
S 2000- aex T AEE
p=

0' T T T T

& 50 75 100 125 50 75 100 125 (ng/mL]
Q&\ . .
Acorbic acid SAAE

AAPH

Figure 5. Malondialdehyde (MDA) concentration after adding the oxidizing agent AAPH to
erythrocytes incubated for 240 min with different concentrations (50-125 ug/mL) of ascorbic acid and
the SAAE. Data are expressed as the mean + SEM (n = 3) in duplicate. * p < 0.05 and *** p < 0.0001
compared with the control group AAPH.

2.4. Cytotoxic Activity and Cell Death Profile

B16F10Nex-2 cells were treated with the SAAE for 24 and 48 h to assess its cytotoxicity. Peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) were used as the control. Figure 6 shows that the extract had lower
cytotoxicity against peripheral blood mononuclear cells (ICs = 238.5 &+ 32.1 pg/mL and ICsy = 257.7
+ 82.7 ug/mL) than against B16F10Nex-2 cells (IC5p = 65.0 &= 1.6 pg/mL and ICsp = 65.0 &= 5.6 pg/mL)
in both treatment periods.

-©- PBMC 1009—
-0- B16F10Nex-2

-©- PBMC
-®- B16F10Nex-2

751

* %

254 SN

Cell viability (%)
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=]
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e

~ S~
~~ ~
~ ~~
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Figure 6. Viability curve in PBMC and B16F10Nex-2 cells. Cells were treated with different
concentrations of the SAAE for (A) 24 h or (B) 48 h. Data are expressed as the mean & SEM (n = 3) in
triplicates. * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.0001 compared with B16F10Nex-2 cells.
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The SAAE showed concentration-dependent cytotoxic activity against B16F10Nex-2 cells
(Figure 7A). After the 24 and 48 h treatments, the inhibitory concentration (ICsp) observed was
65 ug/mkL. Treatments with the SAAE at concentrations of 65 and 100 pg/mL promoted double
labeling (annexin V* /PI*), highlighting cell death by late apoptosis in approximately 19.6 and 36.7%
of cells, respectively (Figure 7B,C).
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£ 60 z
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s 40 2
= 3
R o,
U o2 £
10 105 106 107 10 10 10 10
0 L | L
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O
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= SAAE (65 ug/mL
2 804 = (65 pgiml)
= B SAAE (100 ug/mL)
=] e
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B .
o 40 -
o
& 204

Anx-/PI- Anx+/PI- Anx-/PI+ Anx+/PI+

Figure 7. Viability and cell death profiles of the B16F10Nex-2 melanoma cell line after treatment with
different concentrations of the SAAE. (A) Cell viability versus concentration (10-500 pg/mL) after 24
and 48 h of treatment. (B) Diagram of flow cytometry of cells stained with Annexin V—fluorescein
isothiocyanate (FITC) and propidium iodide (PI) after a 24 h of treatment with the SAAE (65 and
100 pg/mL). The lower left quadrant (Anx~ /PI™) represents viable cells, the lower right quadrant
(Anx*t /PI") represents apoptotic cells, the upper left quadrant (Anx~ /PI*) represents necrotic cells,
and the upper right quadrant (Anx* /PI*) represents late apoptotic cells. (C) Percentage of dead cells
assessed in the diagram corresponding to concentrations of 65 and 100 pg/mL. Data are expressed as
the mean £ SEM (n = 3) in duplicates. *** p < 0.0001, compared with the untreated control group.

2.4.1. Cell Cycle Phases

The histogram shows the distribution of the cell cycle phases of control (untreated) and treated
(65 ng/mL SAAE for 24 h) BI6F10Nex-2 cells (Figure 8A). No significant differences were observed
between cells from the control and SAAE treatment group, thus showing that treatment with the SAAE
had no effect on the distribution of cell cycle phases of this cell line (Figure 8B)
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Figure 8. (A) Histogram and (B) graphical representation of the percentages of cells in the G0/G1, S
and G2/M phases after treatment with the SAAE (65 pug/mL) for 24 h. Data are expressed as the mean
£ SEM (n = 3) in duplicates.

2.4.2. Reactive Oxygen Species (ROS) Levels

Cells treated with the SAAE (65 pg/mL) had increased ROS levels, as shown by the right-shifted
fluorescence levels in the histogram (Figure 9A). The ROS levels increased by approximately 75% in
B16F10Nex-2 cells treated with the SAAE in comparison to untreated cells (Figure 9B).
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Figure 9. (A) Histogram and (B) graphical representation of the fluorescence intensity of ROS levels of
B16F10Nex-2 cells treated with the SAAE (65 pug/mL). Data are expressed as the mean + SEM (1 = 3)
in duplicates. *** p < 0.0001 compared with the untreated control group.

2.4.3. Mitochondrial Membrane Potential

B16F10Nex-2 cells treated with the SAAE showed decreased mitochondrial membrane potential
after 24 h of treatment (Figure 10A). The mitochondrial membrane potentials of cells treated with the
positive control CCCP (30 uM) and the SAAE (65 ng/mL) decreased by 63.1 £ 2.4% and 38.7 & 2.9%,
respectively, in comparison with the untreated control cells (Figure 10B).
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Figure 10. (A) Density Plot and (B) graphical representation of the percentages of mitochondrial
membrane potential change in the control, CCCP-treated (30 uM) and SAAE-treated (65 pg/mL)
B16F10Nex-2 melanoma cells. Data are expressed as the mean £ SEM (1 = 3) in duplicates. *** p < 0.0001
compared with the untreated control group.

2.4.4. Caspase-3 Activation

The assessment of the effects of the SAAE on caspase-3 in B16F10Nex-2 cells showed a right shift
in the fluorescence levels in the histogram (Figure 11A), with an approximately 40% increase in the
cleaved caspase-3 labeling intensity compared with untreated control cells (Figure 11B).
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Figure 11. (A) Histogram and (B) graphical representation of caspase-3 activation in B16F10Nex-2
cells treated with the SAAE (65 ug/mL). Data are expressed as the mean & SEM (n = 3) in duplicates.
* p < 0.05 compared with the untreated control group.

3. Discussion

Medicinal plants have been used for centuries by humanity in the prevention and treatment of
various diseases. However, the chemical constituents and biological properties of a wide variety of
endemic plants in poorly studied biomes remain unidentified and uncharacterized.

In this context, Brazil has been highlighted for its rich plant diversity with the potential for the
development of new antioxidant and antitumor drugs, which are important for preventing oxidative
stress-related diseases and different types of cancer [13].

Stryphnodendron adstringens is one of the species found in the Brazilian Cerrado that shows
potential for the development of new drugs considering its chemical composition and biological
activities previously described in the literature [3,5,6]. Previous phytochemical studies show that
S. adstringens stem bark has proanthocyanidins [7,32], chalcones and triterpene compounds [4]. Those
compounds are described for their antioxidant and anticancer activities [33-36].
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In our study, gallic acid, gallocatechin, epigallocatechin, and dimeric as well as trimeric
proanthocyanidins (condensed tannins), composed of mainly prodelphinidin along with procyanidin
and prorobinetidin, were identified. These substances are commonly reported from S. adstringens [8,9].
However, chromone metabolites were only reported in the family Fabaceae [37]. Thus, the isomeric
compounds C-hexosyl- and O-pentosyl-5,7-dihydroxychromone are newly discovered from the genus
Stryphnodendron.

In recent years, natural antioxidants have gained importance for their prophylactic and therapeutic
potential for many diseases as an effective tool in scavenging reactive species responsible for inducing
oxidative stress [14,17,38]. The SAAE prepared from stem bark showed antioxidant activity by
scavenging ABTS and DPPH free-radicals. This property is related to the concentration of phenolic
compounds present in the SAAE, as these compounds are considered excellent natural antioxidants.
These compounds are mainly described for their redox activity, acting as reducing agents, hydrogen
donors and singlet oxygen scavengers [39], thereby preventing several diseases associated with
oxidative stress [40]. Among the phenolic compounds identified in the SAAE, tannins are described as
key antioxidant agents [41]. Furthermore, Luiz et al. [7] identified proanthocyanidins in S. adstringens
stem bark, which are a class of polyphenols also known as condensed tannins. Dimeric procyanidins
are the most active compounds of the proanthocyanidin class in scavenging free-radicals because they
have a high molecular weight and a high degree of hydroxylation in the aromatic ring [41].

In addition to the direct effect on free-radical scavenging, the SAAE also protected human
erythrocytes against damage caused by the antioxidant agent AAPH, resulting in oxidative hemolysis
inhibition and reduced MDA levels. Antioxidant activity assessments in cellular models are highly
important for studying the mechanisms of action of different compounds, including natural products.
The antioxidant property observed in erythrocytes was not due to gene expression regulation because
this cell model is anucleate, although it may occur through permeation of the compounds through the
cellular membrane and interaction with endogenous antioxidant systems [42].

The ROS act as inducers of cell membrane lipid oxidation, a metabolic process that releases
several by-products, such as malondialdehyde, which promotes DNA damage and may significantly
contribute to cancer development [43].

The antioxidant capacity observed in erythrocytes may be related to the chemical compounds
identified in the SAAE. Among the compounds identified, gallic acid is a well-described phenolic
compound for its antioxidant and anti-hemolytic activities in human erythrocytes [14,44]. Procyanidins
are also excellent antioxidants [45] capable of protecting erythrocytes from oxidative hemolysis and
AAPH-induced lipid peroxidation [46,47]. Furthermore, flavonoids known as catechins are among the
most abundant and important chemical constituents of green tea [48,49] and other plant species [13],
and they are described as lipid peroxidation inhibitors [50].

Several studies have shown that extracts from natural products with high concentrations of
phenolic compounds inhibit lipid peroxidation in human erythrocytes, thus decreasing the production
of malondialdehyde [14,15] and showing cytotoxic effects on tumor cells [12,16,51].

The growing search for natural products with antioxidant properties and selective cytotoxic effects
on tumor cells is among the strategies for discovering new anti-cancer drugs. Accordingly, this study
aimed to investigate the cytotoxic activity of the SAAE against the B16F10Nex-2 melanoma line and to
identify its mechanisms of action. The SAAE showed cytotoxic effects on melanoma cells, inducing
cell death by apoptosis. Those effects may be attributed to the phenolic composition of the SAAE
because these compounds have already been described for their cytotoxic effects on other tumor cell
lines [52-54]. In vitro models are readily available and economically practical. In addition, they have
been widely applied, including for studies related to discovery, therapeutic efficacy, and identification
of molecular mechanism, optimizing the obtention of results. Despite the beneficial use of B16 lineage,
melanoma cells isolated from human donors also are important to reveal the real clinical relevance of
antitumor compounds [54].
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Melanoma is among the cancers described for its chemoresistance to antitumor agents [55,56].
The search for derivatives of natural products has identified compounds with promising results in the
treatment of this type of cancer. Among them, the chloroform fraction of Anthelminticum centratherum
fruit seeds [57] and lectins extracted from Polygonatum curtonema rhizomes [58] showed cytotoxic
effects via apoptosis in A375 melanoma cells resulting from increased ROS production, decreased
mitochondrial membrane potential, cytochrome C release and caspase activation.

Apoptosis is a programed cell death process essential for maintaining homeostasis; however,
this is the mechanism of action of some antitumor drugs, such as doxorubicin [59], cisplatin [60]
and vinblastine [61]. This mechanism is characterized by a series of biochemical and morphological
changes, including an increase in ROS levels [62], caspase activation [63], cell shrinkage, chromatin
condensation, DNA fragmentation and the formation of apoptotic bodies [64]. ROS are chemically
reactive molecules produced in the mitochondria that present essential functions in cellular respiration,
acting in the maintenance of homeostasis in normal cells. In tumor cells, the ROS production
imbalance may be irreversible, making the cell vulnerable to increased oxidative stress by promoting
cellular apoptosis [65]. Agents such as procarbazine [66] and various phytochemical compounds
have shown cytotoxic effects in tumor cells by increasing the intracellular ROS production [57,58,67].
The increase in the ROS promotes mitochondrial dysfunction, resulting in the loss of the mitochondrial
membrane potential [68]. In this study, the SAAE increased the production of ROS, which may have
triggered the dysfunction in mitochondrial membrane potential and apoptotic cell death observed
in melanoma cells. Singh et al. [69] showed that proanthocyanidins extracted from cranberries
have a cytotoxic effect on neuroblastoma cells by increasing ROS production and depolarizing the
mitochondrial membrane potential. Furthermore, other extracts and natural compounds have already
been described as promising in cancer treatment because they increase ROS and depolarize the
mitochondrial membrane potential [70-73]. Excessive ROS production contributes to apoptotic cell
death by releasing pro-apoptotic factors, including caspases [74]. The SAAE increased the caspase-3
activity, thus highlighting that the activation of this enzyme is directly involved in the apoptosis of
B16F10Nex-2 melanoma cells.

Caspases are a family of proteases considered to be central regulators of apoptosis [75]. They act
as a key apoptotic-signaling factor, triggered by the expression of proteins of the Bcl-2 family and by
cytochrome C release from the internal mitochondrial membrane into the cytosol [76]. Caspases can
be activated through two pathways, the extrinsic and intrinsic pathways [77]. The extrinsic pathway
begins after extracellular signaling with death receptors [78], whereas the intrinsic pathway is initiated
by intracellular stimuli that trigger mitochondrial membrane permeabilization, cytochrome C release
into the cytosol, and subsequent caspase-9 activation, which activates caspase-3, the key enzyme for
apoptosis [77,79,80].

Among the compounds identified, gallic acid shows cytotoxic effects against various tumor cell
lines, including basal-like breast [81], non-small cell lung [82], oral squamous cell carcinoma [83]
and hepatocellular cancer cell lines, showing no cytotoxic effects on normal cells [84]. In murine
B16F10 melanoma cells, this compound is described for inducing apoptosis through the mitochondrial
pathways by promoting the overexpression of the enzymes caspase-3, caspase-9 and PARP-1 as well as
the pro-apoptotic proteins Bax and Bad; it also promotes the under-expression of the anti-apoptotic
proteins Bcl-2 and Bcl-xL [85]. In human melanoma cells (A375.52), in addition to the involvement
of caspases and pro- and anti-apoptotic proteins, an increase in ROS production and a decrease
in mitochondrial membrane potential are observed [86]. However, Badhani et al. [87] show that
the anticancer potential of gallic acid is not related to its antioxidant activity but instead to its
pro-oxidant activity.

Prodelphinidins, whose subunits contain gallocatechin and epigallocatechin, inhibit cell
proliferation and induce apoptosis in cancer cells by caspase-dependent extrinsic and intrinsic
apoptotic pathways [88] as well as cell cycle arrest [89]. Procyanidins, the most abundant class
of proanthocyanidins found in plants [88], show no cytotoxic effects on normal cells [90], although
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they are able to inhibit cell proliferation and induce apoptotic death in cancer cells by increasing the
ROS levels [91], decreasing the mitochondrial membrane potential and activating caspase-3 [92].
Chromones and their derivatives are heterocyclic compounds distributed throughout the plant
kingdom [93] known for presenting various pharmacological activities, including antioxidant and
anticancer activities, especially against multiple drug-resistant tumor cell lines [94,95].

4. Materials and Methods

4.1. Plant Material Collection

Stryphnodendron adstringens stem bark was collected at October 2014 and 2015 in the state of Mato
Grosso do Sul, Brazil, at coordinates S 22°05’545, W 055°20'746, upon authorization from the SISBIO
(Biodiversity Authorization and Information System), number 37931-3.

The plant material was identified by a botanist of the School of Biological and Environmental
Sciences-FCBA in Federal University of Grande Dourados-UFGD, Dourados, Mato Grosso do Sul (MS),
Brazil. A voucher was deposited in the DDMS Herbarium under record number 4815.

4.2. Aqueous Extract Preparation

Approximately 300 g of fresh bark was subjected to maceration in distilled water (2 L) for 48 h at
room temperature. The macerate was filtered through Whatman No. 1 filter paper, frozen at —20 °C
and subsequently lyophilized to prepare the Stryphnodendron adstringens aqueous extract (SAAE). The
dry extract yield was 2.3%, calculated using the following formula: extraction yield (%) = (Wpg/WFEg)
x 100, where Wpy is the dry extract weight (g) and Wrp is the fresh bark weight (g). The SAAE was
stored at —20 °C and protected from light.

4.3. Chemical Analysis

4.3.1. Identification of Constituents by LC-DAD-MS

A chromatographic system UFLC Shimadzu Prominence coupled to a diode array detector (DAD)
and a mass spectrometer was used to analyze and identify the compounds from SAAE extract. The
mass spectrometer was a MicrOTOF-Q III (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA), composed by
an electrospray ionization source and quadrupole time-of-flight analyzers. The MS analyses were
performed on negative and positive ion mode. The applied chromatographic and mass spectrometric
parameters were the same described by Nocchi et al. [27]. The SAAE extract was solubilized in
methanol and ultrapure water (6:4, v/v) at 1 mg/mL, filtered (PTFE membrane, 0.22 um, Millex®,
Millipore Corporation, Bedford, MA, USA) and 2 uL was injected on the chromatographic column.

4.3.2. Determination of Phenolic Compounds and Total Flavonoids

Phenolic Compounds

To determine the total phenolic content present in the SAAE, the Folin—Ciocalteu colorimetric
method was performed [96]. Thus, 2.5 mL of Folin—Ciocalteu reagent (1:10 v/v, diluted in distilled
water) were added to 0.5 mL SAAE (at concentration 200 pg/mL). This solution was incubated in the
dark for 5 min. Subsequently, 2.0 mL of 14% aqueous sodium carbonate (Na,CO3) were added and
incubated at room temperature for 120 min and protected of light. The absorbance was measured
at 760 nm using a T70 UV/Vis spectrophotometer (PG Instruments Limited, Leicestershire, UK).
To construct a calibration curve, gallic acid (0.04-200 pg/mL) was used as standard. The concentration
of phenolic compounds present in SAAE was expressed in mg equivalent to gallic acid (GAE)/g of
SAAE. The assay was performed in triplicate.
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Total Flavonoids

Total flavonoid content in SAAE was determined as described by Liberio et al. [97]. A methanolic
solution of 2% aluminum chloride hexahydrate (AlCl3-6H,0) (4.5 mL) was added to 0.5 mL of SAAE
(at concentration 200 pg/mL) and this solution was kept in the dark for 30 min at room temperature.
Subsequently, the absorbances were measured at 415 nm (I70 UV /Vis spectrometer, PG Instruments
Limited, Leicestershire, UK) and the flavonoid quercetin (00.4-200 ng/mL) was used to construct a
calibration curve. The total flavonoid content was expressed in mg equivalent of quercetin (QE)/g
extract. The assay was performed in triplicate.

4.4. Antioxidant Activity

The antioxidant activities were determined by different methods and the doses were defined
by previously assays performed, as well as based on data reported from species of Cerrado
Biome [12,14-16].

4.4.1. ABTS** Radical Discoloration Assay

The discoloration test of 2,2"-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS") radical
was performed as described by Re et al. [98]. The ABTS®** radical was prepared with 5 mL of ABTS**
aqueous solution (7 mM) and 88 L of potassium persulfate solution (140 mM). The solution was
incubated for 12-16 h in dark at room temperature and then diluted in absolute ethanol (50 mL) to
obtain an absorbance of 0.70 nm =+ 0.05 units at 734 nm applying a T 70 UV /Vis spectrophotometer
(PG Instruments Limited, Leicestershire, UK). A volume of 20 pL from SAAE solution (0.1-500 pg/mL)
was mixed with 1980 uL of the ABTS** radical solution, incubated for 6 min (in the dark at room
temperature) and the absorbances were measured at 734 nm. Ascorbic acid (AA) were used as a
reference antioxidant and controls with the extract was performed for each concentration evaluated.
Three independent assays were performed in triplicate. The percentage inhibition of the ABTS®**
radical was calculated according to the following equation, where Abs.niro) is the absorbance of
ABTS** radical without the tested sample:

Inhibition of the radical ABTS®" (%) = ((AbScontrol — AbSsample)/ AbScontrol) X 100

4.4.2. DPPH Free Radical Capture Activity

The 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical capture activity was evaluated as described by
Gupta and Gupta [99]. For the assay, 0.2 mL of SAAE extract (0.1-500 ng/mL) was added to 1,800 pL
of DPPH solution (0.11 mM, 80% ethanol) and maintained for 30 minutes at room temperature in the
dark. Thereafter, the absorbances at 517 nm were measured by a T 70 UV /VIS spectrophotometer (PG
Instruments Limited, Leicestershire, UK). Ascorbic acid (AA) were used as a reference antioxidant and
the controls of the extract were also acquired for each concentration evaluated. Three independent
experiments were performed in triplicate. The inhibition was determined according to the following
equation, where Abs g0 is the absorbance of the unsampled DPPH solution:

Capture activity of DPPH (%) = (1 — Abssampte/ AbScontrol) X 100

4.4.3. Antioxidant Assay in Human Erythrocytes

Erythrocyte Suspension Preparation

The experiments were approved by the Research Ethics Committee (Comité de Etica em Pesquisa,
CEP) of the Federal University of Grande Dourados, (UFGD, Brazil (CEP process number: 2.407.793)).
The human erythrocytes were obtained from peripheral blood of healthy donors. The collected blood
was added in tubes containing the anticoagulant sodium citrate and they were centrifuged (400x g
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for 10 min). Subsequently, the plasma was removed, and the erythrocytes were washed three times
with 0.9% sodium chloride solution (NaCl). The erythrocytes were resuspended in 0.9% NaCl solution,
obtaining a final concentration of 2.5%.

Hemolytic Activity and Oxidative Hemolysis Inhibition

The evaluations of hemolytic activity and lipid peroxidation were determined in human
erythrocytes according to the method described by Campos et al. [100]. The erythrocytes were
preincubated with SAAE or ascorbic acid (50-125 pg/mL) at 37 °C for 30 min. Afterwards, 0.5 mL
of 0.9% NaCl was added to evaluate the hemolytic activity of treatments or 0.5 mL of the oxidizing
agent, 2,2"-azobis-(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH), at 50 mM was added to evaluate the
protection against oxidative hemolysis. As control of basal hemolysis, erythrocytes were incubated
with 0.9% NaCl, while the erythrocytes were incubated with distilled water for total hemolysis control.
The treatments were maintained for 240 min at 37 °C under constant agitation and analyzed each
60 min. To evaluate the hemolysis, the respective tubes (each time) were centrifuged at 700x g for
5 min and the supernatants (0.2 mL) were separated, added to 1800 pL of 0.9% NaCl and measured at
540 nm using a T 70 UV / VIS spectrophotometer (PG Instruments Limited, Leicestershire, UK). The
percentage of hemolysis was calculated by the formula below; where A is the absorbance of sample and
B the absorbance of the total hemolysis. Three independent experiments were performed in duplicate.

HemOIYSiS (0/ o) = (Asample / Biotal hemolysis) % 100

Malondialdehyde (MDA) Dosage

The ability of SAAE to protect against lipid peroxidation in human erythrocytes was determined
by dosage of malondialdehyde (MDA) according to the methodology described by Campos et al. [100].
Erythrocytes were preincubated with SAAE or ascorbic acid (50-125 pg/mL) at 37 °C for 30 min.
Then, 0.5 mL of the oxidizing solution AAPH (50 mM) was added in each treatment and incubated at
37 °C for 240 min with constant stirring. After 60, 120, 180 and 240 min, the tubes were centrifuged at
700x g for 5 min, and then 0.5 mL of supernatant was transferred into tubes containing 1 mL of 10 nM
thiobarbituric acid (TBA) and incubated at 96 °C for 45 min. Soon after, the samples were cooled,
added n-butyl alcohol (4 mL) and centrifuged at 1600 x g for 5min. The supernatant was measured at
the wavelength 532 nm by a T 70 UV /VIS spectrophotometer (PG Instruments Limited, Leicestershire,
UK). The control was prepared by the mixture of TBA (1 mL) and 20 mM MDA solution (0.5 mL). Two
independent experiments were performed in duplicate. The MDA levels were expressed in nM/mL,
according to the following formula:

20 x 220,32
MDA (nmol/mL) = Abssample x ( AbsstandardMD A)

4.5. Cell Cultures

Human peripheral blood from healthy donors was collected in tubes containing the anticoagulant
sodium citrate. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) was isolated by Ficoll Histopaque-1077
(1.077 g/cm3) (Gold Analisa Diagnéstica, Belo Horizonte, MG, Brasil) following the manufacturer’s
instructions, the blood was centrifuged at 400 g for 30 min separating mononuclear cells into easily
differentiated interfaces. The use of human samples was approved by the local Ethical Committee of
the Federal University of Grande Dourados (protocol number 2.407.793) and signing written informed
consent by donors.

The B16F10 cell line was originally provided by the Ludwig Institute for Cancer Research (LICR),
Sao Paulo, Brazil. BI6F10Nex-2, a sub-line isolated at the Department of Experimental Oncology,
Federal University of Sao Paulo (UNIFESP), has the same characteristics as the original tumor cell line
with moderate in vivo aggressiveness. Human peripheral blood mononuclear B16F10Nex-2 cells were
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grown in RPMI 1640 media (Gibco/Invitrogen, Minneapolis, MN, USA) supplemented with 10 nM
4-(2-hydroxyethyl) piperazine-1-ethanesulfonic acid (HEPES), 24 nM sodium bicarbonate and 10%
fetal bovine serum (FBS), all from Gibco/Invitrogen, as well as with 40 mg/mL gentamicin (Hipolabor
Farmacéutica, Sabara, Minas Gerais, MG, Brazil). All cells were kept in an incubator with a humidified
atmosphere containing 5% CO, at 37 °C.

4.5.1. MTT Cell Viability Assay

Cell viability was assessed based on the colorimetric assay using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). PBMC (12 x 10* cells/mL) and B16F10Nex-2
(5 x 103 cells/mL) cells were plated in 96-well microtiter plates with different concentrations
of the SAAE (0-500 pg/mL in RPMI 1640) for 24 and 48 h. After the treatments, the media were
discarded, and 100 uL of MTT (0.5 mg/mL) was subsequently added to each well, followed by
incubation for 4 h at 37 °C. After this period, the supernatant was discarded, and 100 uL of solvent
(10% SDS, 0.01 M HCI and Milli-Q water) was subsequently added to solubilize the formazan
crystals. The absorbance of each well was read at 630 nm using the SpectraMax 250 Microplate
Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). The cell viability was calculated using the
following formula:

Cell viability (%) = (AbSireated cells/ AbScontrol) X 100

4.5.2. Cell Death Profile

The cell death profile was evaluated according to the methods described by
Paredes-Gamero et al. [101], with minor modifications. B16F10Nex-2 cells were grown on 48-well cell
culture plates (1 x 10* cells/mL) in RPMI medium containing 10% FBS for 24 h. After this period the
cells were stimulated with IC50 of SAAE (65 ng/mL) and 100 pg/mL. Then, the cells were retired and
washed with PBS. Afterward, the cells were resuspended in annexin labeling buffer (0.14 M NaCl,
0.01 M Hepes, and 2.5 Mm CaCl,, pH 7.4). The cells were labeled with annexin V-FITC and Propidium
iodide (PI) (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions for 15
min at room temperature. A total of 10,000 events were acquired per sample through analysis in an
Accuri C6 flow cytometer (Becton Dickinson). The analysis was performed using Flow]Jo v10.2 LCC
software (Ashland, OR, USA).

4.5.3. Cell Cycle Phases

The cell cycle was profiled according to the method described by Paredes-Gamero et al. [101].
B16F10Nex-2 cells were plated in 24-well microtiter plates (6 x 10* cells/mL) and grown in RPMI
1640 media supplemented with 10% FBS with or without SAAE (65 pg/mL) for 24 h at 37 °C. After
this period, the cells were fixed, permeabilized as previously described and incubated with 4 mg/mL
RNAse (Sigma-Aldrich) for 1 h at 37 °C. To label cellular DNA, the cells were incubated with 5 ug/mL
SytoxGreen (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA). The percentage of cells in each cell cycle
phase (G0/G1, S and G2/M) was determined by flow cytometry, in an Accuri™ C6 cytometer (Becton
Dickinson). A total of 20,000 events were acquired per sample. The analysis was performed using
Flow]Jo v10.2 LCC software.

4.5.4. Assessment of Reactive Oxygen Species (ROS) Levels

Intracellular ROS levels were assessed by flow cytometry using the dye 2/,7/-
dichlorodihydrofluorescein diacetate (CM-H,DCFDA) (Molecular Probe-Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). B16F10Nex-2 cells were plated in 24-well microtiter plates (6 x 10% cells/ mL)
were treated with SAAE (65 ug/mL) for 24 h at 37 °C. Subsequently, the cells were trypsinized
and incubated with 10 uM H;DCFDA for 30 min at room temperature and protected from light.
The fluorescence of the ROS was assessed in an Accuri™ C6 flow cytometer (Becton Dickinson,
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San Jose, CA, USA). A total of 10,000 events were acquired per sample. The analysis was performed
using FlowJo v10.2 LCC software.

4.5.5. Assessment of the Mitochondrial Membrane Potential

To assess the possible effect of the SAAE on the mitochondrial membrane potential,
B16F10Nex-2 cells were incubated with the fluorescent dye JC-1 (5,5,6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-
tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide; Molecular Probes, Eugene, OR, USA) according to
the method described by Moraes et al. [102]. The JC-1 probe accumulates in mitochondria depending
on the potential. Viable cells have a high mitochondrial membrane potential and are labeled in red.
When the mitochondrial membrane potential decreases, cells are labeled in green. In this assay, cells
were plated in 24-well microtiter plates (6 x 10* cells/mL) containing RPMI media supplemented with
10% FBS and treated with the positive control carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP,
30 uM) or with SAAE (65 pg/mL) for 24 h at 37 °C. After this period, the cells were trypsinized,
centrifuged and incubated with JC-1 (1 pg/mL) for 15 min at room temperature. The fluorescence was
analyzed in an Accuri™ C6 flow cytometer (Becton Dickinson). A total of 10,000 events were acquired
per sample. The analysis was performed using FlowJo v10.2 LCC software.

4.5.6. Caspase-3 Activity

Caspase-3 activation was assessed by flow cytometry according to the method described by
Moraes et al. [102], with small modifications. B16F10Nex-2 cells were plated in 24-well plates
(6 x 10* cells/mL) containing RPMI media supplemented with 10% FBS and treated with SAAE
(65 pg/mL) for 24 h at 37 °C. Then, cells were fixed with 2% paraformaldehyde in PBS for 30 min
and permeabilized in 0.01% saponin for 20 min at room temperature. Subsequently, the cells were
incubated with the antibody conjugated to the cleaved caspase-3 fluorophore (Asp175), Alexa Fluor
488, at room temperature and protected from light. After incubation, the fluorescence was analyzed in
an Accuri™ C6 flow cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). A total of 10,000 events were
acquired per sample. The analysis was performed using Flow]Jo v10.2 LCC software.

4.6. Statistical Analysis

Data are expressed as the mean =+ standard error of the mean (SEM). Significant differences
between groups were determined using the Student’s f-test for comparison between two groups and
analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s test for comparison of two or more groups using
the GraphPad Prism 5 software (San Diego, CA, USA). The results were considered significant when p
<0.05.

5. Conclusions

In conclusion, the results from the present study show that the SAAE from stem bark had a high
concentration of phenolic compounds (flavan-3-ols, gallic acid, proanthocyanidins and chromones),
which may be related to its antioxidant activities and anticancer effects on BI6F10Nex-2 melanoma
cells. Furthermore, the SAAE promoted cell death by apoptosis by increasing the intracellular ROS
levels, mitochondrial membrane potential dysfunction and cleaved caspase-3 activation. These results
open new perspectives for studies on these effects on other tumor cell lines and in vivo cancer models.
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AAPH 2,2’-Azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride
ABTS 2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
CCcCp Carbonilcianeto-m-clorofenilhidrazona

CM-H2DCFDA  2/,7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate

DPPH 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl

FBS Fetal bovine serum

GAE Gallic acid equivalente

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl) piperazine-1-ethanesulfonic acid
LICR Ludwig Institute for Cancer Research

MDA Malondialdehyde

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
NaCl Sodium chloride

PBMC Human peripheral blood mononuclear cells

PI Propidium iodide

QE Quercetin equivalents

ROS Reactive oxygen species

SAAE Stryphnodendron adstringens aqueous extract

SEM Standard error of the mean

TBA Thiobarbituric acid
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