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Efeito antitumoral e antiparasitario de fra¢des proteicas presentes no endocarpo de

Caryocar brasiliense

1 RESUMO:

A pesquisa de produtos naturais desempenha um papel crucial no avango do
conhecimento ¢ no desenvolvimento de estratégias terapéuticas para doencas de grande
impacto, tais sejam elas infecciosas ou cronicas. Caryocar brasiliense, conhecido
popularmente como Pequi, ¢ um fruto oleaginoso predominante no cerrado brasileiro. Estudos
anteriores evidenciaram a presenca de propriedades antitumorais, antioxidantes,
antiparasitdrias, anti-microbianas e fungicidas. O presente estudo teve como objetivo avaliar
a atividade bioldgica das fragdes protéicas presentes no endocarpo de C. brasiliense in vitro,
frente as células tumorais MDA-MB 231 e PC3, e contra taquizoitas de Toxoplasma gondii.
As fragdes proteicas foram obtidas por extragdo fendlica, seguida de purificacdo e
fracionamento por coluna de gel filtragdo Sephadex G-75, em trés picos denominados I, II e
III. O ensaio de hemaglutinacdo nao demonstrou atividade lectinica nas amostras. A avaliacao
da atividade hemolitica indicou citotoxicidade do extrato bruto do endocarpo em concentracdes
variando de 300 a 4,68 pug/ml. Quanto aos picos obtidos apds cromatografia de gel filtragao
foram observadas hemolise nas concentragdes de 300 e 150 pg/ml para os Picos I e Il e
hemolise para o Pico III na concentracdo de 300 pg/ml. A atividade antitumoral foi
estatisticamente significativa para as células tumorais MDA-MB 231 quando na presenca do
Pico I e Pico III demonstrando efeito antitumoral de 67,07% e 73,45% respectivamente. Para
o ensaio clonogénico foi observado que todos os picos interferiram na expansao das linhagens
tumorais, destacando o Pico I que reduziu em 100% as células PC3 e o Pico III reduziu em
71,42% as células MDA-MB 231. Em relagao a atividade antiparasitaria, o Pico II de C.
brasiliense foi a amostra com efeito mais relevante, sendo capaz de inibir a invasdo dos
taquizoitas de 7. gondii em 48,38% e consequentemente no processo de proliferacdo. Com base
nos resultados alcangados, pode-se concluir que fragdes protéicas quando purificadas do fruto
de C. brasiliense apresentam atividades antitumoral e antiparasitaria. Portanto futuros estudos
sdo necessarios para compreender melhor os mecanismos subjacentes a essas atividades, bem
como explorar o potencial dessas fracdes presentes no endocarpo do Pequi como uma fonte
promissora de compostos bioativos com possiveis aplicagoes terapéuticas.

Palavras-chave: Caryocar brasiliense; fragdes proteicas; antitumoral; antiparasitario



2. INTRODUCAO

A pesquisa de produtos naturais para o tratamento de doencas desempenha um papel de
extrema relevancia na medicina contemporanea. Oferecendo uma fonte inestimavel de
compostos bioativos, com diversas atividades biologicas, dentre elas: antitumoral,
antimicrobiana, antiparasitaria, antifingica, antioxidante e cicatrizante (Ekiert et al., 2020)

Os extratos naturais tém ganhado crescente destaque no ambito da investigagdo
cientifica, devido a grande disponibilidade e abundancia. Estes recursos podem ser usados na
forma de extrato bruto ou compostos isolados, tendo como propdsito oferecer novas
abordagens terapéuticas para doencas infecciosas e cronicas, promovendo assim avancos
significativos na drea da saiude (Sasidharan et al., 2011; Abubakar et al., 2020 ; El-Ashram et
al., 2021). O Brasil ¢ considerado o territério com biodiversidade mais rica do mundo, sendo o
cerrado um dos principais biomas que apresenta plantas medicinais com grande potencial
terapéutico (Carvalho et al., 2019).

Caryocar brasiliense ¢ um fruto oleaginoso, pertence a familia Caryocaraceae,
encontrado principalmente no cerrado brasileiro, cujo nome popular € Pequi. A constituigdo
desse fruto ¢ caracterizada pela presenca de diferentes porcdes. O exocarpo, constituindo a
porc¢do externa da casca, representa a primeira camada, seguida pelo mesocarpo, que compde
a parte interna da casca. O endocarpo, por sua vez, constitui a camada mais interna,
circundando a semente. Adicionalmente, destaca-se a presenca de uma camada espinhosa que
reveste a semente. Observou-se que as atividades biologicas do 6leo de pequi exibem variagdes
consoantes a sua origem de extragdo, seja proveniente da polpa ou da semente. Tais
disparidades revelam-se intimamente correlacionadas com a composi¢do especifica do 6leo
(Faria-Machado et al., 2015; Brito et al., 2022;).

Um estudo demonstrou a atividade hepatoprotetora do o6leo de pequi em lesdes
neoplasicas em modelo murino (Palmeira et al., 2016). Além disso, estudos recentes destacam
a capacidade do C. brasiliense como agente imunomodulador contra células tumorais de mama,
juntamente com sua notavel atividade antioxidante, indicando um potencial terapéutico
substancial (Ombredane et al., 2022). A investigacdo centrada em produtos naturais, com
énfase na avaliacdo antitumoral, desponta como uma 4area promissora para a concepcao de
novas estratégias terapéuticas, uma vez que o cancer mantém-se COmo uma ameaga premente
a saude global. Apesar dos notaveis avangos nas terapias contemporaneas, a quimioterapia
continua associada a efeitos colaterais adversos, instigando a necessidade de novas alternativas

com proposito de mitigar tais efeitos (Khalifa et al., 2019).



Paralelamente, evidéncias tém emergido sobre as propriedades antiparasitarias, anti
microbianas e fungicidas do C. brasiliense (Paula-Junior et al., 2006; Nogueira et al., 2012).
Entretanto, observa-se uma escassez de pesquisas na literatura cientifica em relagdo aos estudos
que abordam especificamente a atividade antiparasitaria do C. brasiliense, com foco particular
na avaliagdo de seu potencial contra o parasita Toxoplasma gondii. A realizacdo dessas
investigacdes se mostra imprescindivel, uma vez que a toxoplasmose, uma infec¢ao alimentar
de significativa prevaléncia, ¢ ocasionada pelo parasita Toxoplasma gondii, um organismo
intracelular obrigatorio com a capacidade de instigar complicagdes substanciais, especialmente
em neonatos ¢ em individuos com comprometimento do sistema imunolédgico (Khan et al.,
2022).

O presente estudo visa avaliar as fragdes protéicas presentes no endocarpo de C.
brasiliense in vitro contra células tumorais MDA-MB231 e PC3, bem como contra o parasita
T. gondii, contribuindo assim para a compreensao das potenciais aplicacdes terapéuticas deste

recurso natural.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencio e preparo do material

Proteinas do endocarpo de C. brasiliense foram obtidas pela extracdo fendlica. Para
efetuar a extragdo, procedeu-se a remocao do endocarpo do pequi in natura com auxilio de um
bisturi. Subsequentemente, o material foi submetido a um processo de maceragao até atingir o
estado de po, em seguida foi adicionado éter etilico até a sua total imersdo. Apds 12 horas em
agitacdo e completa evaporag¢do da solugdo, o endocarpo foi pesado e para cada 1 grama de
material foi adicionado 10 ml de NaCl a 0,95% + fenol a 0,5% e mantido em agita¢do por 48
horas a4°C. Ao término da agitacdo todo o material foi centrifugado a 5000 rpm por 30 minutos

a 4°C, o pellet foi descartado e o sobrenadante dialisado contra Nacl 0,95% durante 48 horas.

3.2 Purificacio e dosagens das fracoes protéicas

Posteriormente a dialise, o extrato bruto de C. brasiliense foi submetido ao
fracionamento em coluna de gel filtragdo Sephadex G-75, previamente equilibrada com tampao
fosfato salino (PBS). Um total de 100 fragdes foram coletadas, contendo 1,5 ml e foram lidas
num comprimento de onda de 280nm. Para verificar o perfil eletroforético das proteinas
presentes nas fracdes foi realizado gel SDS-PAGE 12% corado com Comassie Blue (Laemmli,
1970) e a partir do resultado as fragdes foram separadas em 3 picos.

A dosagem das proteinas purificadas foi realizada utilizando-se o método de Bradford

(1976), tendo como curva padrdo a albumina sérica bovina (BSA).

3.3 Ensaio biologicos
3.3.1 Hemaglutinacdo e Hemolise

Para verificar a presenca de lectinas (proteinas ligantes de carboidratos) e citotoxicidade
dos picos obtidos durante a cromatografia em gel filtragdo foram realizados os testes de
hemaglutinagdo e hemdlise, frente as hemacias de camundongos Balb/c obtidas apos eutanasia
de rotina realizada na Rede de Biotérios de Roedores (REBIR/UFU). Apos a coleta, as
hemadcias foram lavadas em solucdo de NaCl 0,95% e centrifugadas a 400g por 5 minutos.
Ap0s a centrifugagdo, as hemécias foram ajustadas para a concentra¢do de 2% em NaCl a
0,95%. Em uma placa de 96 pogos com o fundo V, o extrato bruto de C. brasiliense e os picos
foram diluidos em NaCl 0,95% de forma seriada, partindo da concentracdo 300 pg/mL diluidos

serialmente até a concentracdo 0,14 pg/mL, e em seguida 25ul de hemacias 2% foram



semeadas em todos os pocos ¢ incubadas em temperatura ambiente por 1 hora. Para o controle
negativo foram utilizadas somente as hemacias na presenca do diluente NaCl 0,95%.

Para a andlise do efeito hemolitico das hemécias de camundongos Balb/c apds
tratamento com as proteinas do endocarpo de C. brasiliense, cada pogo foi individualmente
analisados em microscopio Optico, sendo considerados citotoxicos quando houver auséncia das

células (hemolise).

3.3.2 Ensaio de MTT para avaliar a citotoxicidade sobre a linhagem celular NIH

Para avaliar a citotoxicidade das proteinas de interesse em células ndo cancerigenas foi
realizado o teste colorimétrico MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil
tetrazolio]). Para isso, a linhagem de células fibroblasticas de embrido de camundongo (ATCC:
3T3-NIH CRL 1658) foram utilizadas, cultivadas em garrafas de cultura celular de 25cm? em
meio RPMI completo (5% de SFB, 20 mM de HEPES, 100U/mL de penicilina e 100 pg/mL
de estreptomicina). Inicialmente, as células foram plaqueadas em uma placa de 96 pogos, em
concentragio ajustada para 1 x 10° células/po¢o em meio RPMI completo durante 24 horas e
mantidas a 37°C, 5% de CO2 e 95% de umidade. Posteriormente foram adicionadas as células
individualmente as fragdes das proteinas do purificadas do endocarpo, sendo utilizados trés
picos de interesse, os quais se iniciavam nas concentracdes de 600pg/ml e diluidos serialmente
até a concentracdo 4,68 pg/ml, e em seguida foram incubadas por 24 horas. Para o controle
negativo, as células foram tratadas apenas com meio RPMI completo. Apds este intervalo,
foram adicionados 10ul/poco da solugdo MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT) (Sigma Aldrich Co, EUA) e 90ul de meio RPMI contendo 10% de soro fetal bovino e
as placas foram mantidas em incubacdo por por 4 horas. Em seguida, as placas foram
centrifugada a 500 g por 10 minutos a 37°C e adicionou-se 200 pl/pogo de uma solugdo de SDS
10% (Sodium Dodecyl Sulphate) e DMF 50% (dimethylformamide) para solubilizar os cristais
formados, e ap6s 24 horas feita a leitura no espectrofotometro no comprimento de onda de 570

nm (Garn et al., 1994).

3.4 Avaliacao do efeito antitumoral das fracées protéicas sobre as linhagens de PC3 e
MDA-MB 231
3.4.1 Ensaiode MTT
Para avaliar a atividade antitumoral, das proteinas pertencentes as fragdes de C.
brasiliense foram utilizadas as linhagens celulares PC3 (tumoral de prostata) e MDA-MB 231

(tumoral de mama), pelo método de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil



tetrazolio conforme descrito acima. Entretanto, o tratamento realizado nas células se iniciou na

diluicao seriada com 100pug/ml até 1,56pug/ml.

3.4.2 Ensaio clonogénico

Esse ensaio foi realizado para avaliar a sobrevivéncia das células PC3 e MDA-MB 231
pelo seu potencial de proliferagdo e formagdo de coldnias. Inicialmente as células foram
plaqueadas em uma placa de 12 pogos na propor¢ao de 500 células/poco, e em seguida foram
expostas as proteinas, nas concentracdes de 100ug/ml de cada pico. Para o controle da reagdo
foi usado apenas as células na presenca do meio RPMI completo e foram mantidas a 37°C, 5%
de CO2 e 95% de umidade durante 7 dias. Ap0s este periodo, a reagdo foi interrompida pela
adi¢do de metanol gelado por 5 minutos, em seguida os pocos foram lavados trés vezes com
PBS ¢ a formagao de coldnias foram observadas através da coloragdo com cristal violeta a 1%.
A contagem foi realizada em microscopio optico, sendo considerado 100% de formagdo de

coldnias as células apenas tratadas com meio (controle).

3.5 Avaliacio antiparasitaria
3.5.1 Ensaio de invasio e proliferacio

Para avaliar a capacidade de invasao e proliferacdo da cepa RH de Toxoplasma gondii,
taquizoitas e a célula hospedeira CCD (ATCC: CCD-1059Sk) foram cultivados em garrafas de
cultura celular de 25cm? em meio RPMI completo 2% e 5% respectivamente.

Primeiramente as células CCD foram plaqueadas em placas de 24 pogos, sendo 1x10°
células por pogos durante 24 horas. Posteriormente os parasitos foram tratados individualmente
com as amostras desejadas do endocarpo (PI, PII e PIII) na concentracao de 100 pg/ml durante
45 minutos em constante agitacdo a temperatura ambiente. Como controle da reagdo foram
utilizados parasitos tratados somente com PBS. Apods o periodo de tratamento, os parasitos
foram centrifugados e lavados uma vez em PBS para a retirada completa das fracdes de C.
brasiliense, ajustados na propor¢io de 2 x10° parasitos/pogo e incubados durante 24 horas na
presenga das monocamadas de CCD a 37°C e 5% de CO;. Ao término do periodo, os pogos
foram lavados com PBS, fixados com metanol gelado durante 10 minutos e por fim os pocos
foram corados por panoético rapido para visualizagdo em microscopia Otica e contagem. Para o
ensaio de invasdo, foram contadas aleatoriamente 100 células para determinar a proporg¢ao de
c€lulas invadidas pelo parasita. Em contrapartida, no ensaio de prolifera¢ao, dentro do grupo
de 100 células previamente infectadas, foi realizada a contagem do nimero de parasitas

presentes nos vacuolos em cada célula, seguida pela determinacdo da média dessa contagem.



4 KEstatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 9.0.0
(Graphpad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os dados da analise antitumoral pelo ensaio
de MTT foi realizado o Two-way ANOVA por analisar dois fatores, doses dependentes e
tratamento versus controle. Ja a atividade antitumoral pelo ensaio clonogénico e a atividade
antiparasitdria foram analisados por One-way ANOVA e Pos-test de Dunnett. Valores de p <

0,05 foram considerados estatisticamente significantes.



S RESULTADOS

5.1 Purificaciio e dosagens de proteinas

A amostra do extrato bruto do endocarpo C. brasiliense apresentou concentracao
proteica média de 8,8 mg/mL. Para as amostras obtidas apos a coluna de gel filtracdo G-75 foi
observado pelo cromatograma a presenga de trés picos sendo denominados PI, PII e PII (Fig.
1A).

Quanto ao perfil eletroforético em SDS-PAGE foi observado que o extrato bruto
demonstrou componentes peptidicos variando de 220 a 20 kDa (Fig. 1B, Linha 1). O Pico |
apresentou uma proteina predominante de 220 kDa (Fig. 1B, linha 2), para o Pico II uma
proteina de 60 kDa (Fig. 1B, linha 3) e para o Pico III uma proteina de 30 kDa (Fig. 1B, linhas
4).
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Figura 1 Perfil cromatografico e eletroforético. (A) Perfil cromatografico do endocarpo de
C. brasiliense na coluna de gel filtragdo Sephadex G-75; Leitura em 280nm realizada em OD.
Pico 1 (PI); Pico 2 (PII), Pico 3 (PIII). (B) Perfil eletroforético referente aos picos do endocarpo
de C. brasiliense, purificado em coluna gel filtracio Sephadex G-75. Gel de SDS-
poliacrilamida 12% corado com Comassie Blue R-250. PPM: padrdao de peso molecular; 1:

amostra bruta do endocarpo de C. brasiliense; 2: pico I; 3: pico 1I; 4: pico IIL

5.2 Ensaio de Hemaglutina¢io e Hemolise

O ensaio de hemaglutinacdo foi conduzido utilizando-se o extrato bruto de C.
brasiliense e dos picos obtidos por gel filtracdo, todas iniciando na concentragao de 300 pg/ml.
O extrato bruto exibiu hemolise em concentragdes que variaram de 300 a 4,68 pg/ml, indicando

citotoxicidade mesmo em concentragdes mais baixas. Os picos I e II, por outro lado, induziram



hemolise nas duas maiores concentragdes de 300 e 150 ug/ml. O pico III demonstrou hemolise
apenas na concentragdo mais alta de 300 pg/ml. Portanto, para hemacias obtidas de
camundongos Balb/c foi observado que o extrato bruto apresenta alto grau de citotoxicidade e
deste modo para os demais experimentos ndo foi utilizado. Nenhuma das amostras induziram
aglutinagdo em quaisquer dilui¢des testadas, sugerindo que C. brasiliense nao possui atividade

lectinica (Fig. 2).
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Figura 2 Ensaio de hemaglutinacio e hemolitico - Extrato bruto apresentou efeitos
hemoliticos (300- 4,68ug/ml); Pico I e II apresentaram hemolise somente nas duas primeiras
concentracoes (300 e 150ug/ml); Pico III apresentou hemolise na primeira concentragao de 300

pg/ml.

5.3 Analise da citotoxicidade sobre a linhagem celular NIH

Para o ensaio de citotoxicidade dos picos obtidos a partir do endocarpo de C. brasiliense
frente ao fibroblasto NIH foi observado que apenas o Pico III demonstrou ser significantemente
citotoxico (p<0,05) na concentracdo de 600 pg/mL, com sobrevida celular de 44% e
consequentemente morte celular de 66%. Os demais picos ndo demonstraram redugdo
estatisticamente significativa na viabilidade nessa concentracdo, sendo observados apenas uma
reducdo para o PI (10%) e para o Pico II (16%). Quanto a andlise da viabilidade celular nas
concentragdes variando de 300 a 150 ug/mL apenas o Pico I apresentou redugdo nao
estatisticamente significativa de 8% (Fig. 3). Com base nos dados anteriormente descritos tanto

em relacdo a atividade hemolitica em hemacias de camundongos Balb/c, bem como no ensaio



de MTT em fibroblastos, os demais experimentos foram realizados apenas com a concentragao
de 100 ug/ml, para todos os picos, garantido assim que nao haja comprometimento por efeito

citotoxico.
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Figura 3 Viabilidade celular - Determinada pelo ensaio de MTT em células NIH tratadas com

as fracdes do endocarpo de C. brasiliense nas diluigdes variando de 600ug/ml até 4,68 pg/ml.

5.4 Atividade antitumoral
5.4.1 Ensaiode MTT

No contexto para avaliar a atividade antitumoral em relag¢do a linhagem PC3, nenhum
dos picos testados demonstraram efeito estatisticamente significativo. Apenas foi constatado
que o Pico I nas concentragdes de 50 e 100 ug/mL promoveu mortalidade celular de 5,66% e
5,72% respectivamente (Fig. 4A). Em contrapartida, os resultados foram distintos quando
observados frente a linhagem MDA-MB 231 em compara¢do com a linhagem PC3. Pico I
demonstrou atividade antitumoral a partir da concentragdo de 25 ug/mL sendo dose
dependente, a considerar de 38% quando utilizado na concentragdo de 25 ug/mL, 43,3% na
concentragao de 50 ug/mL e de 67,07% para a concentracdo de 100 ug/mL Quanto ao Pico III
foi observado que acima de 50 ug/mL a amostra inicia sua atividade antitumoral resultando em
73,45% de morte celular na concentragdo mais alta de 100 ug/mL. Para o Pico II ndo foi

demonstrado nenhum efeito nas células MDA-MB231(Fig. 4B)
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Figura 4 Atividade antitumoral determinada pelo ensaio de MTT em células tumorais
tratadas com os picos do endocarpo de C. brasiliense. (A) Avaliagdo antitumoral em células

PC3; (B) Avaliagdo antitumoral em células MDA-MB 231, p<0,0001.

5.4.2 Ensaio clonogénico

O ensaio clonogénico, teve como objetivo avaliar a capacidade dos picos de C.
brasiliense em inibir a proliferagdo e consequentemente formacgdo de coldnias de células
tumorais durante 7 dias. No que se refere a linhagem PC3, todas as amostras na concentragao
de 100 ug/mL restringiram em quase a totalidade a expansao celular. Enquanto o pogo controle
foi possivel observar 279 colonias, nos pocos correspondentes aos picos I, II e III, foram
registradas respectivamente: a auséncia completa de colonias, uma reducdo de 98,2% (5

colonias) e uma redugao de 99,6% (1 colonia) como demonstrado na (Figura 5).
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Figura S Ensaio clonogénico dos picos de C. brasiliense em células tumorais PC3. (A)
Grafico das porcentagens de colonias observadas; (B a E) Imagens representativas da formagao
de colodnias, sendo B: controle; C: Pico I; D: Pico II e E: Pico IIl. A analise estatistica foi
realizada utilizando one-way ANOVA e Pos-test de Dunnett. Valores de P <0,05 foram

considerados estatisticamente significantes

No que se refere a linhagem MDA-MB 231, todas as amostras demonstraram efeito
direto na formagdo das coldnias. A considerar o grupo controle como 100% na capacidade
proliferativa das células tumorais (63 coldnias), o Pico I demonstrou uma diminuicao de 58,7%
(26 colonias), Pico IT uma reducao de 49,2% (32 colonias) e o Pico III uma reducdo de 71,42%

(18 coldnias), quando comparadas ao controle (Figura 6).
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Figura 6 Ensaio clonogénico dos picos de C. brasiliense em células tumorais MDA. (A)
Grafico das porcentagens de colonias observadas. (B a E) Imagens representativas da formacao
de coldnias, sendo B: controle; C: Pico I; D: Pico II e E: Pico III. A analise estatistica foi
realizada utilizando one-way ANOVA e Pos-test de Dunnett. Valores de P <0,05 foram

considerados estatisticamente significantes

5.5 Atividade antiparasitaria

Os efeitos de todos os picos em relagdo aos taquizoitos de 7. gondii nas cé¢lulas CCD
revelaram uma reducgdo na invasdo do parasita, em comparagdo com o grupo controle, mas
somente o pico II foi considerado estatisticamente significativo. No grupo controle foram
observadas 31 células invadidas pelo parasito (100%), quando submetidas aos picos, constatou-
se a invasao de 18 células para o Pico I demonstrando 58,06% de eficacia de invasdo, no pico
IT observou-se 15 células invadidas demonstrando uma capacidade invasiva menor, cerca de
48,38%, e no pico III a capacidade de invasdo chegou a 67,74%, sendo observadas 21 células
contendo o parasita (Figura 7A).

Com relagdo aos resultados obtidos no ensaio de prolifera¢do parasitaria, constatou-se
que o pico II demonstrou um melhor efeito inibitorio na proliferagdo em comparagdao com as
demais amostras, porém sem diferenca estatistica. No grupo controle, a proliferacao parasitaria
foi em média de 5,5 parasitas/célula, Pico I, observou-se uma média de 4,9 parasitas/célula,
Pico II média de 2,3 parasitas/célula e Pico III exibiu um aumento na proliferacdo dos

taquizoitas de 7. gondii atingindo 8,6 parasitas/célula, dados demonstrados na Figura 7B.
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Figura 7 Ensaio de invasao e proliferacio de taquizoitos 7. gondii em células hospedeiras
CCD. (A) Griafico do efeito antiparasitario dos Picos de C. brasiliense frente a capacidade de
invasdo do T. gondii. (B) Grafico demonstrando o efeito inibitorio no processo de proliferagao
do parasito. (C-F) Imagens representativas de células infectadas, sendo C: grupo controle; D:
Pico I ; E: Pico II; F Pico III. A analise estatistica foi realizada utilizando one-way ANOVA e

Pos-test de Dunnett. Valores de P <0,05 foram considerados estatisticamente significantes

6 DISCUSSAO

Neste estudo investigamos a atividade bioldgica das fracdes protéicas presentes do
endocarpo de C. brasiliense sob cé€lulas tumorais e formas taquizoitas da cepa RH de 7. gondii.
No presente estudo foi observado que o extrato bruto do endocarpo de C. brasiliense promoveu
lise total das hemdacias em concentragdes até 4,68 pg/ml, ja o pico I, II e II foram citotdxicos
somente em concentragdes variando de 300 e 150 pg/ml. Estudos tem demonstrado que a
maioria dos extratos brutos obtidos de produtos naturais demonstram citotoxicidade acentuada
em sua configuragdo nao purificada, em contraste, com uma menor citotoxicidade em relagao
aos compostos isolados (Adebayo et al., 2015; Palharini et al., 2017). Quanto a atividade
lectinica, esta ¢ avaliada pela capacidade de proteinas em ligar a carboidratos de origem nao
imune, facilitando a aglutinagdo dos eritrocitos (Adamova et al., 2014; Konozy et al.,2022). As
fragdes protéicas presentes no endocarpo de C. brasiliense nao apresentaram atividade lectinica
pois nao aglutinaram eritrocitos murinos. Silvestrini e colaboradores (2017), conduziram uma
investigagdo empregando um extrato bruto derivado de sementes de C. brasiliense, no entanto,
nao constataram a presenca de atividade hemaglutinante.

As fragdes proteicas purificadas do endocarpo de C. brasiliense demonstraram

atividade antitumoral sendo dose dependente no ensaio MTT na linhagem tumoral de mama,



MDAMB231. Brito e colaboradores (2022) identificaram no extrato derivado do 6leo do pequi
apresenca de atividade antitumoral, sendo caracterizado por sua citotoxicidade em ensaio MTT
contra a linhagem celular tumoral de mama, MCF-7. Adicionalmente, a avaliagdo da atividade
antitumoral também se apoiou no ensaio clonogénico, que permitiu uma analise detalhada da
habilidade de replicagao das células tumorais quando submetidas a uma exposi¢ao prolongada
as fragdes purificadas. Em ambas as linhagens celulares tumorais estudadas, os picos obtidos
do endocarpo de C. brasiliense demonstraram efeito inibitério na proliferacdo celular.
Contudo, na linhagem PC3, foi observado que o pico I apresentou o desempenho mais notavel,
enquanto na linhagem MDA-MB231, o pico III se destacou como o mais eficaz. Os resultados
obtidos a partir do ensaio clonogénico sugerem que as amostras podem ter um efeito
predominantemente preventivo, inibindo a proliferagao das células tumorais, ao invés de um
efeito terapéutico direto. Uma investigacao suplementar indicou que o 6leo derivado da polpa
do C. brasiliense pode ser considerado um agente potencial na inibicdo e supressdo da
hepatocarcinogénese, exibindo propriedades quimiopreventivas, provavelmente associadas aos
compostos antioxidantes presentes no 6leo (Palmeira et al., 2016). Além disso, pesquisas
recentes utilizando uma nanoemulsdao do 6leo de pequi evidenciou uma notavel atividade
antitumoral. Neste estudo, observaram-se alteracdes significativas nas caracteristicas celulares,
resultando em um aumento substancial na taxa de apoptose das células tumorais. Tais achados
indicam o potencial da nanoemulsdo do 6leo de pequi como uma terapia complementar que
poderia ser empregada simultaneamente com abordagens terapéuticas convencionais no
tratamento do cancer de mama (Ombredane et al., 2022).

No contexto da atividade antiparasitaria para os ensaios de invasdo e proliferacao foi
observado efeito significantemente reduzido quando testado o Pico II. E importante ressaltar
que, até o momento, a literatura cientifica carece de estudos especificos que investiguem o
potencial antiparasitario do C. brasiliense em relacdo ao parasita 7. gondii. Paula-Jinior e
colaboradores (2006) demonstraram o efeito antiparasitario do extrato bruto hidroetandlico
derivado das folhas do C. brasiliense, resultando na erradicacdo das formas promastigotas do
parasita Leishmania amazonenses. Além disso, outro estudo, empregando um extrato
hidroalcoodlico das folhas, revelou um consideravel potencial na preven¢do do desenvolvimento
larval do mosquito Aedes aegypti, um vetor capaz de transmitir diversos patogenos infecciosos
como Dengue, Chikungunya e Zika virus (Morais et al., 2020). Ademais, pesquisas utilizando
o0 extrato aquoso da casca do pequi exibiu notavel capacidade de inibir a eclosdo de ovos de

nematoides do género Haemonchus, um parasita que afeta animais de interesse econdomico



ressaltando, assim, a diversidade de potenciais aplicacdes terapéuticas do C. brasiliense em

diferentes cenarios de parasitismo (Nogueira et al., 2012;).

7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos nos experimentos conduzidos neste estudo, foi
evidenciada a atividade antitumoral das fragdes protéicas presentes no endocarpo do C.
brasiliense frente as linhagens de células MDA-MB 231 e PC3. Essas fracdes demonstraram a
capacidade de inibir a proliferagdo celular, destacando-se a eficacia de um efeito preventivo
em relagdo a um efeito terapéutico direto. Adicionalmente, as amostras exibiram propriedades
antiparasitarias contra o parasita 7. gondii, resultando na redu¢do da invasao e da subsequente
proliferacdo intracelular em compara¢do com o grupo controle.

Conclui-se, portanto, que as fracdes protéicas purificadas do endocarpo de C.
brasiliense apresentam potencial terapéutico promissor. No entanto, pesquisas futuras sdo
necessarias para uma compreensdo mais aprofundada dos mecanismos subjacentes a essas

atividades e para explorar seu potencial no desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas
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