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RESUMO

O céncer cervical permanece um importante problema de saude publica global,
fortemente associado a infeccdo persistente por tipos oncogénicos do
papilomavirus humano (HPV). Apesar dos avangos nas estratégias de
prevencdo e tratamento, a elevada morbidade da doenga evidencia a
necessidade de identificar novos agentes terapéuticos. Nesse contexto, produtos
naturais tém se destacado como fontes promissoras de compostos bioativos com
potencial anticancerigeno. O presente trabalho teve como objetivo investigar o
potencial antitumoral dos extratos brutos das folhas de Campomanesia phaea
em modelo celular de cancer cervical e células saudaveis. Os extratos foram
avaliados quanto a atividade citotdxica, aos efeitos sobre a migracao celular e a
modulagao do ciclo celular em células HeLa, bem como quanto a composigao
fitoquimica. Os resultados demonstraram que os extratos, em especial o obtido
com diclorometano, apresentaram  atividade  citotoxica  relevante
(IC50=16,36ug/mL), associada a indugdao da morte celular, ao aumento da
populacao Sub-GO e a inibicao significativa da migracao celular. A caracterizagao
quimica evidenciou a presenga de compostos fendlicos e flavonoides, com
isolamento da chalcona 2',6'-dihidroxi-4'-metoxi-3'-metilchalcona (Triangularina).
Em conjunto, os achados indicam que Campomanesia phaea constitui uma fonte
promissora de metabdlitos bioativos com potencial de aplicagdo no
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas contra o cancer cervical,
fornecendo subsidios para investigagbes futuras voltadas a elucidagéo

mecanistica e a prospeccgao de compostos ativos.

Palavras-chave: cancer cervical; produtos naturais; Campomanesia phaea;

atividade antitumoral.



ABSTRACT

Cervical cancer remains a major global public health concern and is strongly
associated with persistent infection by oncogenic types of human papillomavirus
(HPV). Despite advances in prevention and treatment strategies, the high
morbidity associated with this disease highlights the need to identify novel
therapeutic agents. In this context, natural products have emerged as promising
sources of bioactive compounds with potential anticancer properties. The present
study aimed to investigate the antitumor potential of crude leaf extracts from
Campomanesia phaea using cervical cancer and non-tumor cell models. The
extracts were evaluated for their cytotoxic activity, effects on cell migration,
modulation of the cell cycle in HelLa cells, and phytochemical composition. The
results demonstrated that the extracts, particularly the dichloromethane extract,
exhibited significant cytotoxic activity (ICs, = 16.36 pg/mL), associated with the
induction of cell death, an increase in the Sub-GO cell population, and significant
inhibition of cell migration. Chemical characterization revealed the presence of
phenolic compounds and flavonoids, leading to the isolation of the chalcone 2',6'-
dihydroxy-4'-methoxy-3'-methylchalcone (Triangularin). Collectively, these
findings indicate that Campomanesia phaea represents a promising source of
bioactive metabolites with potential applications in the development of novel
therapeutic approaches against cervical cancer, providing a foundation for future
studies focused on mechanistic elucidation and the identification of active

compounds.

Keywords: cervical cancer; natural products; Campomanesia phaea; antitumor

activity.
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1.0 INTRODUGAO

1.1 Cancer cervical: panorama epidemiolégico e relevancia em
saude publica

O cancer cervical configura-se como um dos principais desafios em saude
publica em escala global, sendo considerado entre as neoplasias mais incidentes
e letais que acometem a populagdo feminina (WU et al., 2025). Em 2022,
estimaram-se aproximadamente 662.301 novos casos e 348.874 6bitos em todo
0 mundo, posicionando essa neoplasia como a quarta causa mais frequente
tanto de incidéncia quanto de mortalidade por cancer entre mulheres (LI et al.,
2025). Esses numeros refletem a elevada carga da doenga e seu impacto

expressivo nos sistemas de saude.

A incidéncia do cancer cervical € marcada por profundas desigualdades
geograficas e socioeconbmicas. Paises de baixa e média renda concentram a
maior parte dos casos e das mortes, apresentando taxas de incidéncia
aproximadamente duas vezes superiores e taxas de mortalidade até cinco vezes
maiores quando comparadas as observadas em paises de alto indice de
Desenvolvimento Humano (BORDA et al., 2024; WU et al., 2025). Regidées como
Africa Subsaariana e partes da Asia apresentam as maiores cargas da doenca,
cenario associado principalmente a limitagcdo de programas de rastreamento,
diagnostico precoce e acesso a terapias adequadas (PIMPLE et al., 2022;
BORDA et al., 2024). Em 2022, China e india concentraram cerca de 42% dos

casos globais e 39% das mortes por cancer cervical (WU et al., 2025).

Do ponto de vista etioldgico, a infecgao persistente por tipos oncogénicos
do papilomavirus humano (HPV) constitui a principal cuasa do cancer cervical
(PIMPLE et al., 2022). Os subtipos HPV16 e HPV18 sao responsaveis por
aproximadamente 70% dos casos de doenga (HAKIM et al., 2025). Além da
infeccao viral, fatores como a alta paridade, o uso prolongado de contraceptivos
orais, o tabagismo e as coinfec¢des sexualmente transmissiveis contribuem para
o aumento do risco de desenvolvimento tumoral (LUVIAN-MORALES et al.,
2024).
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Em conjunto, esses dados reforcam a magnitude do cancer cervical como
problema de saude publica global e evidenciam a necessidade continua de
estratégias eficazes tanto para prevencao quanto para o desenvolvimento de

abordagens terapéuticas mais eficientes.

1.2 Bases bioldgicas do cancer cervical e o papel do HPV

O desenvolvimento do cancer cervical esta fortemente associado a
infeccdo persistente por tipos de alto risco do papilomavirus humano (HPV),
sendo amplamente reconhecido que as oncoproteinas virais E6 e E7
desempenham papel central na carcinogénese cervical (NARISAWA-SAITO et
al., 2007; BALASUBRAMANIAM et al., 2019; TAGHIZADEH et al., 2019). Essas
oncoproteinas atuam principalmente por meio da inativagdo das proteinas
supressoras de tumor p53 e pRb, respectivamente, comprometendo
mecanismos fundamentais de controle da homeostase celular (YUGAWA et al.,
2009; MUNGER et al., 1991).

A oncoproteina E6 promove a degradagdo da p53 por meio de sua
interagdo com a ligase de ubiquitina E6AP, enquanto a E7 se liga a proteina do
retinoblastoma (pRb), interrompendo sua associagdo com fatores de transcricao
da familia E2F (NARISAWA-SAITO et al., 2007; BALASUBRAMANIAM et al.,
2019; YUGAWA et al.,, 2009). A inativacdo dessas proteinas resulta na
desregulagao do ciclo celular, no prejuizo dos mecanismos de reparo do DNA e
na inibicdo da apoptose, favorecendo a proliferacdo celular descontrolada e a
progressao tumoral (BALASUBRAMANIAM et al.,, 2019; FERENCZY et al.,
2002).

Além disso, a expresséo continua de E6 e E7 contribui para processos
adicionais envolvidos na progressdo do cancer cervical, incluindo
reprogramacgao metabdlica, imortalizagdo celular, evasdo imune e resisténcia
terapéutica (YUGAWA et al., 2009; GORE et al., 2025; MALLA et al., 2020). AE6
esta associada a ativagdo da telomerase, enquanto a agao conjunta de E6 e E7
promove a imortalizacdo de células epiteliais humanas, sustentando o
crescimento tumoral (YUGAWA et al., 2009).
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Em conjunto, esses mecanismos evidenciam que a atividade continua das
oncoproteinas E6 e E7 é essencial para a manutencao do fenétipo maligno no
cancer cervical, uma vez que sua atuagao compromete vias criticas do controle
do ciclo celular e da sobrevivéncia celular, consolidando o papel do HPV de alto
risco como principal agente etiolégico dessa neoplasia (NARISAWA-SAITO et
al., 2007; TAGHIZADEH et al., 2019).

1.3 Proliferagao, migragao e ciclo celular no cancer

A proliferagéo celular corresponde ao aumento controlado do numero de
células e constitui um processo fisiologico essencial para o crescimento e a
manutencdo tecidual. No cancer, entretanto, esse processo torna-se
desregulado, resultando em crescimento tumoral progressivo e sustentado
(SCHMELZLE & HALL, 2000; EVAN & VOUSDEN, 2001). Células neoplasicas
adquirem a capacidade de proliferar independentemente de estimulos externos,
contornar estados de quiescéncia e evadir a apoptose (MALUMBRES &
BARBACID, 2002; MARTIN, 2003).

Essas alteragdes decorrem, em grande parte, de modificagdes em vias de
sinalizacao intracelular, como PI3K/Akt, Ras/MAPK e JAK/STAT, que regulam a
proliferagdo, a sobrevivéncia e a motilidade celular (TANG et al., 2017; PANDA
et al., 2025). Dados do The Cancer Genome Atlas indicam que a maioria dos
tumores apresenta alteragbes genéticas em pelo menos uma dessas vias,

reforcando seu papel central na tumorigénese (SANCHEZ-VEGA et al., 2018).

Paralelamente, a migragao celular constitui etapa indispensavel para a
invasao tecidual e a metastase, principal causa de mortalidade associada ao
cancer (FRIEDL & WOLF, 2003; WU et al., 2020). Esse processo envolve a
reorganizagcao do citoesqueleto, alteragcdes na adesdo celular e interacdes
dindmicas com a matriz extracelular, mediadas principalmente por integrinas
(HOOD & CHERESH, 2003; CHASTNEY et al., 2024). A plasticidade migratoria,
incluindo a transigao epitelial-mesenquimal (EMT), permite que células tumorais
se adaptem a diferentes microambientes e aumentem sua capacidade de
disseminagao (BOCCI et al., 2019; CHEUNG et al., 2025).
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O ciclo celular, composto pelas fases G0/G1, S e G2/M, é rigidamente
controlado por pontos de checagem que asseguram a fidelidade da duplicagao
do DNA e da divisao celular (HARTWELL & WEINERT, 1989; ELLEDGE, 1996).
A perda desses mecanismos de controle resulta em instabilidade genémica e
favorece a transformacdo maligna (MURRAY, 1994; KAUFMANN & PAULES,
1996). Assim, a indugao do arresto do ciclo celular constitui uma estratégia
terapéutica amplamente explorada, uma vez que pode culminar na cessagao da
proliferagdo ou na morte celular (JOHNSON & WALKER, 1999; BUCHER &
BRYANT, 2008).

1.4 Produtos naturais como fonte de agentes anticancerigenos

Os produtos naturais desempenham papel central na histéria da
oncologia, constituindo uma das principais bases do desenvolvimento da
quimioterapia moderna. Diversos farmacos anticancerigenos amplamente
utilizados foram originalmente isolados de fontes naturais, como paclitaxel,
camptotecina, podofilotoxina e doxorrubicina, o que evidencia a relevancia
continua desses compostos como ponto de partida para a descoberta de novos
agentes terapéuticos (WILSON et al., 2007; LIU et al., 2010; DEHELEAN et al.,
2021).

A ampla diversidade estrutural dos produtos naturais confere a esses
compostos a capacidade de modular multiplos alvos moleculares
simultaneamente, caracteristica particularmente vantajosa no tratamento de uma
doencga multifatorial como o cancer (HASHEM et al., 2022; MUHAMMAD et al.,
2022; DENG et al., 2024). Além disso, muitos desses compostos apresentam
perfil de toxicidade relativamente mais favoravel e potencial para uso em terapias
combinadas, ampliando a eficacia clinica sem aumento proporcional dos efeitos
adversos (ELBADAWI et al., 2024; LEONETTI et al., 2025).

Grande parte desses efeitos é atribuida a presenca de metabdlitos
secundarios bioativos, como compostos fendlicos e flavonoides, amplamente
reconhecidos por suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias,
antiproliferativas e pro-apoptéticas (LEONETTI et al., 2025; ZHANG et al., 2024;
AL-RIMAWI et al.,, 2024). Outras classes, como alcaloides, terpenos,

carotenoides e cumarinas, também apresentam atividade anticancerigena por
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meio da modulacdo de vias mitocondriais, da inducido de apoptose e da inibicao
da migracéao celular (YANG et al., 2020; FARAONE et al., 2020; JANTHAMALA
et al., 2024).

1.5 O género Campomanesia e Campomanesia phaea

O género Campomanesia pertence a familia Myrtaceae, um dos grupos
botanicos mais representativos da flora brasileira, amplamente distribuido em
regides tropicais e subtropicais e composto por numerosas espécies frutiferas
nativas com reconhecido potencial alimentar, ecolégico e farmacoldgico (Araujo
etal., 2019). Diversas espécies desse género tém despertado interesse cientifico
devido a presenca de metabdlitos secundarios bioativos, como compostos
fendlicos, flavonoides e terpenoides, associados a diferentes propriedades
biologicas. Nesse contexto, estudos com espécies do género ja demonstraram
a presenca de compostos bioativos relevantes, como observado em
Campomanesia lineatifolia, cujos extratos apresentam diferentes metabdlitos de

interesse farmacologico (Madalosso et al., 2011).

Entre as espécies pertencentes a esse género, destaca-se
Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum, popularmente conhecida como
cambuci. Trata-se de uma espécie nativa da Mata Atlantica brasileira, um dos
biomas com maior diversidade vegetal do mundo, onde ocorre naturalmente e
desempenha importante papel ecolégico (Araujo et al., 2019). O fruto do cambuci
apresenta polpa macia, coloracdo predominantemente verde e aroma
caracteristico, sendo tradicionalmente utilizado na preparacao de diferentes
produtos alimenticios, como sucos, geleias, doces, sorvetes e licores, 0 que tem
contribuido para a valorizagao gastrondmica dessa fruta nativa (Spricigo et al.,
2021). Além de seu uso culinario, o fruto apresenta composi¢cao nutricional
relevante, contendo agucares como sacarose, glicose e frutose, além de acidos
organicos, entre os quais se destaca o acido citrico, responsavel pelo sabor
acido caracteristico da fruta. Também apresenta quantidades expressivas de
acido ascoérbico e compostos fendlicos, conferindo elevada capacidade
antioxidante e reforgcando seu potencial como alimento funcional (Spricigo et al.,
2021; Taver et al., 2022).
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Do ponto de vista botanico e ecolégico, C. phaea apresenta
caracteristicas reprodutivas particulares que contribuem para sua manutencéo
nos ecossistemas da Mata Atlantica. A espécie apresenta flores
autoincompativeis, o que implica dependéncia de polinizagdo cruzada entre
individuos geneticamente distintos para a ocorréncia da fecundagao (Cordeiro et
al.,, 2016). A antese floral ocorre ao longo de aproximadamente 14 horas,
iniciando-se nas primeiras horas da madrugada, periodo durante o qual as flores
liberam uma mistura complexa de compostos volateis predominantemente
alifaticos e aromaticos, responsaveis pela atragao de visitantes florais (Cordeiro
et al., 2016). A polinizacdo da espécie ocorre principalmente por abelhas de
habito noturno e crepuscular, um sistema relativamente incomum entre plantas
tropicais. Estudos ecoldgicos identificaram diversas espécies visitantes

associadas as flores de cambuci, embora apenas um numero restrito de abelhas

Figura 1. llustracao das partes da Campomanesia phaea. a-d. Campomanesia phaea - a.
variagdo na forma da folha; b. Botao floral; c,d. Fruto maduro (a-d. J. Luber 217). Fonte:
Adaptado de LUBER et al. (2017).

seja considerado efetivo na transferéncia de pdlen. A atividade desses
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polinizadores apresenta forte relagdo com a intensidade luminosa

ambiental,sendo observado um pico de visitas pouco antes do nascer do sol,

quando os niveis de luminosidade ainda sao reduzidos (Liporoni et al.,
2020).

No ambito taxondémico, Campomanesia phaea integra o género
Campomanesia, pertencente a ordem Myrtales. Espécies desse género estao
amplamente distribuidas na América do Sul e possuem relevancia ecolégica e
econdmica, especialmente devido a produgdo de frutos comestiveis e a
presenga de metabdlitos secundarios com potencial biolégico (Araujo et al.,
2019). Estudos de caracterizagao genética realizados com diferentes acessdes
de cambuci demonstraram que a espécie apresenta consideravel diversidade

genética. Utilizando marcadores moleculares do tipo inter-microssatélite (ISSR),

analises populacionais indicaram que diferentes acessos de C. phaea
podem ser agrupados em dois ou trés conjuntos genéticos distintos (Santos et
al., 2016).

E— A
B e

Figura 2. Fotos de partes da Campomanesia phaea. A: frutos. B: arvore. C: flor.
Fonte: google
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Essa variabilidade genética possui grande importancia para programas de
conservagdo e melhoramento da espécie, permitindo a identificacdo de
gendtipos com caracteristicas agronémicas e fitoquimicas especificas. No
entanto, estudos também apontam que ainda s&o limitadas as iniciativas
voltadas a conservagao sistematica da espécie, tanto em ambientes naturais
quanto em bancos de germoplasma, evidenciando a necessidade de ampliagao

de estratégias de conservacéo in situ e ex situ (Santos et al., 2016).

Além de seu uso alimentar, espécies do género Campomanesia sao
amplamente utilizadas na medicina tradicional brasileira. De modo geral, plantas
desse género sao empregadas na medicina popular como agentes anti-
inflamatorios, adstringentes, antidiabéticos e antiulcerogénicos (Dickel et al.,
2006). No caso especifico de C. phaea, relatos etnofarmacoldgicos indicam seu
uso associado ao tratamento de diferentes condigdes, incluindo disturbios
metabdlicos, inflamatérios e gastrointestinais, além de possiveis aplicagdes

relacionadas ao sistema cardiovascular (Araujo et al., 2019).

O interesse cientifico em torno dessa espécie tem aumentado nas ultimas
décadas, impulsionando investigagbes voltadas a caracterizagdo de suas
propriedades farmacoldgicas. Estudos experimentais demonstram que extratos
obtidos de folhas e frutos de C. phaea apresentam atividades antioxidantes e
anti-inflamatdrias relevantes. Ensaios in vitro demonstraram que o 6leo essencial
e o extrato etandlico das folhas sdo capazes de inibir a produgcéo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, além de reduzir a liberagdo de citocinas pré-
inflamatadrias, como TNF-a e IL-6, bem como modular vias celulares associadas
a resposta inflamatéria, incluindo a via do fator nuclear kappa B (NF-kB)
(Lorenconi et al., 2020).

Do ponto de vista fitoquimico, C. phaea destaca-se pela presenca de
diversos metabdlitos secundarios biologicamente ativos. Entre esses compostos
destacam-se flavonoides, taninos elagicos e Oleos essenciais ricos em
sesquiterpenos, como (E)-cariofileno e 6xido de cariofileno (Lorenconi et al.,
2020; Soares et al., 2020). Esses metabdlitos estdo associados a expressiva
capacidade antioxidante, evidenciada por ensaios de sequestro de espécies

reativas de oxigénio e nitrogénio, incluindo ABTS+*, ROOe, O,*~ € NO-. Nesse
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contexto, o cambuci tem sido apontado como uma das frutas nativas brasileiras
com elevado potencial antioxidante descrito na literatura (Soares et al., 2020;
Taver et al., 2022).

Além das atividades antioxidantes e anti-inflamatérias observadas em
modelos celulares, estudos in vivo também indicam potenciais efeitos
metabdlicos associados aos compostos presentes no fruto. Em modelos
experimentais de obesidade induzida por dieta hiperlipidica, polifendis extraidos
do cambuci demonstraram capacidade de reduzir o ganho de peso corporal,
inflamacao sistémica, esteatose hepatica, hiperglicemia e resisténcia a insulina,
efeitos associados a ativagao de vias de sinalizagdo metabdlica envolvendo as
proteinas Akt e AMPK (Donado-Pestana et al., 2020). Adicionalmente,
investigagcdes farmacoldgicas conduzidas em modelos animais demonstraram
que o extrato hidroalcodlico dos frutos de C. phaea pode induzir hipotensao e
bradicardia em ratos, sugerindo possiveis interagcbes com mecanismos
regulatérios do sistema cardiovascular e do sistema nervoso autbnomo
(Wczassek et al., 2019).

Apesar das evidéncias que sustentam as propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdrias e metabdlicas de Campomanesia phaea, observa-se uma lacuna
significativa na literatura quanto a investigagéo de seus efeitos antiproliferativos,
especialmente no contexto da oncologia. Até 0 momento, ndo ha estudos que
avaliem sistematicamente o impacto do extrato bruto de C. phaea sobre
parametros relevantes da biologia tumoral, como viabilidade celular, migragéo ou
regulagcdo do ciclo celular em células tumorais cervicais. Dessa forma, a
exploracédo do potencial anticancer dessa espécie representa uma abordagem
inédita e cientificamente relevante, contribuindo para o avango do conhecimento
sobre o uso de espécies nativas brasileiras como fontes de novos agentes

antitumorais.

2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Investigar o potencial antiproliferativo dos extratos brutos das folhas de

Campomanesia phaea em modelo celular de cancer cervical, por meio da
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avaliacdo de seus efeitos sobre a viabilidade celular, a migragdo celular e a
progressao do ciclo celular em células Hela, associados a caracterizagao
fitoquimica dos extratos e a identificacdo de compostos bioativos potencialmente

responsaveis pela atividade biolégica observada.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a citotoxicidade dos extratos brutos das folhas de Campomanesia
phaea em células de cancer cervical (HeLa) por meio do ensaio de viabilidade
celular MTT, bem como em linhagem nao tumoral (NIH/3T3), visando o calculo

do indice de seletividade (SI).

Investigar o efeito dos extratos sobre a migragéo de células HeLa por meio
do ensaio de migragdo celular, visando a avaliagdo de seu potencial

antimigratorio

Analisar os efeitos dos extratos sobre a progressado do ciclo celular em
células HelLa por citometria de fluxo, permitindo a identificacdo de possiveis

fases de bloqueio e alteragdes na dinamica do ciclo celular

Realizar a caracterizagao fitoquimica preliminar dos extratos por meio do

ensaio de Folin-Ciocalteu, com vistas a quantificacdo de compostos fendlicos

Realizar a anotacdo molecular dos compostos presentes nos extratos
biologicamente ativos por cromatografia liquida de alta frequéncia acoplada a
espectrometria de massas (CLAE-EM), visando a identificacdo dos principais

constituintes

Isolar e caracterizar estruturalmente a substancia presente nos extratos
com atividade bioldgica relevante por meio de cromatografia liquida a vacuo
(CLV), cromatografia em camada delgada (CCD) e espectroscopia de

ressonancia magnética nuclear (RMN)
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3.0 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA, PREPARO DO MATERIAL VEGETAL E OBTENGAO
DO EXTRATO BRUTO

As folhas de Campomanesia phaea foram coletadas, identificadas e
registradas no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o numero AAA893C. Apss
a coleta, o material vegetal foi submetido a secagem a temperatura ambiente,

protegido da luz, seguido de trituragdo em moinho.

O material pulverizado foi submetido a extragdo por maceracéo exaustiva
sequencial, utilizando solventes de polaridade crescente: hexano, diclorometano
e acetato de etila. Cada solvente permaneceu em contato com o material vegetal
por 24 horas. Apds esse periodo, os extratos foram filtrados, concentrados sob
pressao reduzida em rotaevaporador. Obteve-se ao final os extratos CPH (fracao
hexéanica), CPD (fragdo diclorometano) e CPAE (fracdo acetato de etila) que

ficaram armazenados a 4 °C até a realizagdo dos ensaios biolégicos.

3.2 CULTIVO CELULAR

As linhagens celulares Hela (cancer cervical humano) e NIH/3T3
(fibroblastos murinos nao tumorais) foram cultivadas em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB). As células foram mantidas em incubadora a 37 °C, em atmosfera
umidificada contendo 5% de CO,. As células foram subcultivadas
periodicamente e utilizadas nos experimentos quando atingiram confluéncia

adequada.

3.3 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

A atividade citotoxica dos extratos foi avaliada pelo ensaio de MTT,
baseado na capacidade de células metabolicamente ativas reduzirem o sal de
tetrazdlio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) a cristais de

formazan insoluveis (VAN et al., 2011).

Apds tratamento com diferentes concentragbes dos extratos, a

absorbancia foi mensurada em leitor de microplacas. Os valores obtidos foram
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utilizados para calculo da concentragao inibitéria média (ICs,) por regresséo nao
linear utilizando o software GraphPad Prism, versao 8.0. Os experimentos foram

realizados em, no minimo, trés ensaios independentes.

3.4 DETERMINAGAO DE FENOLICOS TOTAIS (FOLLIN
CIOACATOU)

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método de
Folin—Ciocalteu, baseado em reacdo de oxirredugcdo entre os compostos
fendlicos presentes na amostra e o reagente de Folin—Ciocalteu, resultando na
formagao de um complexo azul cuja intensidade € proporcional a concentragao
desses compostos. A absorbancia foi mensurada em espectrofotdmetro, e os

resultados foram expressos em equivalentes de acido galico.

3.5 ENSAIO DE MIGRAGAO CELULAR

O potencial antimigratorio dos extratos foi avaliado por meio do ensaio de
cicatrizagdo de ferida (wound healing assay). Monocamadas confluentes de
células HelLa foram submetidas a criagdo de um risco linear com ponteira estéril,

simulando uma ferida.

Em seguida, as células foram tratadas com os extratos em concentragéo
seis vezes inferior ao valor de ICs, previamente determinado. Imagens da area
da ferida foram capturadas nos tempos de 0, 12 e 24 horas utilizando

microscopio EVOS (Thermo Fisher Scientific).

As imagens foram analisadas no software ImagedJ para quantificagao da
area nao preenchida. A taxa de fechamento da ferida foi comparada entre os
grupos tratados e controle. A analise estatistica foi realizada no software

GraphPad Prism, verséao 8.0.

3.6 ANALISE DO CICLO CELULAR

Células Hela tratadas com os extratos foram coletadas, fixadas e
incubadas com iodeto de propideo (Pl), marcador fluorescente que se intercala
ao DNA. A intensidade da fluorescéncia reflete o conteudo de DNA celular,
permitindo determinar a distribuicdo das células nas fases G0/G1, S e G2/M do
ciclo celular (NAIR; MANOHAR, 2021).
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A aquisicdo dos eventos foi realizada em um citdbmetro de fluxo Guava®
Muse® Cell Analyzer (Cytek Biosciences, San Diego, CA, EUA), e a analise dos

dados foi conduzida com o Flowing Software 2.

3.7 ANALISE DO PERFIL QUIMICO POR CLAE- EM/EM

Amostras dos extratos CPD e CPAE (1 mg) foram dissolvidas em 1 mL de
metanol (CH;OH), filtradas em filtros de nylon (13 mm, 0,4 um) e injetadas no

sistema cromatografico com volume de injecéo de 20uL.

As andlises foram realizadas em sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Shimadzu, Kyoto, Japao) acoplado a espectrdbmetro de massas
microOTOF-Q Il (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA), equipado com fonte de

ionizagao por eletrospray (ESI), operando em modos positivo e negativo.

A separacgao cromatografica foi realizada em coluna Eclipse XDB-C18
(250 mm x 4,6 mm, 5 ym). A fase mével consistiu em acido férmico 0,1% em
agua (solvente A) e acido formico 0,1% em metanol (solvente B), com gradiente:
0—1 min (40% B); 1-16 min (40-70% B); 16—46 min (70-100% B); 46—-50 min
(100% B); 50-55 min (100-40% B); 55-60 min (40% B), a 0,3 mL/min.

Os espectros foram adquiridos na faixa m/z 100-1200, utilizando

fragmentacgao por dissociagao induzida por colisao no modo auto MS/MS.
3.8 SUBSTANCIA ISOLADA

3.8.1 Cromatografia liquida a vacuo (CLV)

O extrato CPD foi submetido a cromatografia liquida a vacuo utilizando
coluna preenchida com silica gel 60 (70—-230 mesh). A eluigéo foi realizada com
gradiente de solventes de polaridade crescente: hexano, diclorometano, acetato
de etila e metanol. As fragdes obtidas foram monitoradas por cromatografia em

camada delgada.

3.8.2 Cromatografia em camada delgada (CCD) e RMN

A partir do processo realizado, obteve-se 17 que foram analisadas por
cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando-se como fase estacionaria

silica gel sobre placa de aluminio da marca MACHEREY-NAGEL com diametro
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de particula de 0,2 mm e os solventes hexano: acetato (70:30) como fase movel.
Apos a eluigao, as placas foram submetidas a revelacdo em camara de luz UV
nos comprimentos de onda de 254nm e 365 nm e vapor de iodo. Mediante a
semelhancga dos perfis cromatograficos, realizou-se a jungéo das fragbes 3-14,
sendo obtido um total de 37 mg. Em seguida, a amostra em questao foi enviada
para as andlises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e 3C em
solvente CDCls.

4.0 RESULTADOS

4.1 VIABILIDADE CELULAR POR MTT

A atividade antiproliferativa das fragcdes CPH (hexano), CPD
(diclorometano) e CPAE (acetato de etila) foi avaliada pelo ensaio de redugédo do
MTT nas linhagens celulares HelLa (tumoral) e NIH/3T3 (ndo tumoral), sendo os
resultados expressos como percentagem de viabilidade celular em relagdo ao

controle negativo (meio DMEM suplementado com 10% de SFB).

Na linhagem Hela, observou-se redugédo progressiva da viabilidade
celular com o aumento das concentragdes testadas para as fracbes CPD e
CPAE. A fragdo CPD apresentou ICso de 16,36 ug/mL, enquanto a fragao CPAE
apresentou ICso de 23,18 pg/mL. A fragdo CPH néo atingiu 50% de inibi¢gdo da
viabilidade celular dentro do intervalo de concentrag¢des avaliadas, apresentando
ICs0 superior a 100 pg/mL. O controlo positivo, doxorrubicina, apresentou ICso de

4,26 pg/mL na linhagem tumoral.

Na linhagem NIH/3T3, verificou-se igualmente redu¢do concentragdo-
dependente da viabilidade celular para as fragdes CPD e CPAE. A fracdo CPD
apresentou ICso de 19,14 ug/mL e a fragdo CPAE ICso de 22,48 ug/mL. A fragao
CPH manteve ICso superior a 100 ug/mL. A doxorrubicina apresentou ICs0 de

7,44 pg/mL nesta linhagem.

Os valores obtidos encontram-se sistematizados na Tabela 1, na qual
também consta o indice de Seletividade (IS). A fragdo CPD apresentou IS de
1,17, a fragcdo CPAE IS de 0,96 e a doxorrubicina IS de 1,74. Nao foi possivel
calcular o IS da fragdo CPH em virtude do ICso superior a 100 ug/mL em ambas
as linhagens.



27

A analise grafica demonstra comportamento dose-dependente para as
fracbes CPD, CPAE e para a doxorrubicina, com reducao significativa da
atividade metabdlica celular nas concentragdes mais elevadas testadas, tanto

em células tumorais quanto n&o tumorais.

Tabela 1. Valores de IC5, e indice de seletividade dos extratos de Campomanesia
phaea em células HeLa e NIH/3T3. Valores de concentrag&o inibitoria média (I1Cs)
obtidos para as fragées CPH (hexano), CPD (diclorometano), CPAE (acetato de etila) e
para a doxorrubicina (DOXO), utilizada como referéncia de controle positivo. A atividade
citotoxica foi determinada pelo ensaio de viabilidade celular MTT em células HelLa
(cancer cervical humano) e NIH/3T3 (fibroblastos murinos n&o tumorais). Os valores
estdo apresentados em pug/mL. O indice de seletividade (IS) foi calculado como a razao
entre os valores de IC5, obtidos na linhagem nédo tumoral e na linhagem tumoral. Os
experimentos foram realizados em n=3, e cada condi¢cdo experimental foi avaliada em
triplicata.

AMOSTRAS ICso HeLa ICso NIH/3T3 IS
(ng/mL) (ng/mL)
CPH >100 >100 -
CPD 16,36 19,14 1,17
CPAE 23,18 22,48 0,96

DOXO 4,26 7,44 1,74
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Figura 4. Viabilidade celular de células HeLa apés tratamento com extratos de Campomanesia

phaea avaliada pelo ensaio de MTT. Células HelLa foram tratadas com diferentes concentragdes das
fragbes CPH (hexano), CPD (diclorometano) e CPAE (acetato de etila), bem como com doxorrubicina
utilizada como controle positivo. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT e expressa
como porcentagem de células viaveis em relagao ao controle negativo (NC), constituido por células
cultivadas apenas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino. Os dados s&o
apresentados como média * desvio padrao de trés experimentos independentes, sendo cada condigao
experimental realizada em triplicata. A analise estatistica foi realizada conforme descrito na metodologia
utilizando o software GraphPad Prism, e diferencas estatisticamente significativas em relagédo ao
controle negativo estao indicadas por * p<0,05).
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Figura 3. Viabilidade celular de células NIH/3T3 apés tratamento com extratos de Campomanesia
phaea avaliada pelo ensaio de MTT. Células NIH/3T3 (fibroblastos murinos ndo tumorais) foram tratadas
com diferentes concentragdes das fragdes CPH (hexano), CPD (diclorometano) e CPAE (acetato de etila),
além de doxorrubicina utilizada como controle positivo. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de
MTT e expressa como porcentagem de células viaveis em relagdo ao controle negativo (células cultivadas
apenas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino). Os resultados sdo apresentados
como média + desvio padrao de trés experimentos independentes, e cada condigdo experimental é avaliada
em ftriplicata. A analise estatistica foi conduzida conforme descrito na metodologia utilizando o software
GraphPad Prism, sendo consideradas significativas as diferencgas indicadas por * (p < 0,05) em comparagéo
ao controle negativo.
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4.2 QUANTIFICAGCAO DE FENOLICOS TOTAIS POR FOLIN-
CIOCALTEU

O teor de compostos fendlicos totais das fragdes CPD (diclorometano) e
CPAE (acetato de etila) foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu, sendo
os resultados expressos em microgramas equivalentes de acido galico por

miligrama de amostra (ug mg/AGE).

A fracdo CPD apresentou teor fendlico total de 26,94 + 0,011 uyg mg/AGE,
enquanto a fragdo CPAE apresentou 18,60 £ 0,0078 ug mg/AGE.

Os dados evidenciam maior conteudo de compostos fendlicos na fragcao
CPD em comparacdo com a fragdo CPAE, conforme apresentado na tabela

correspondente.

Tabela 2 Teor de compostos fendlicos totais nas fragbes de Campomanesia phaea
determinado pelo método de Folin—Ciocalteu.
O teor de compostos fendlicos totais das fragdes CPD (diclorometano) e CPAE (acetato de etila)
foi determinado pelo método de Folin—Ciocalteu, baseado na oxirredugdo dos compostos
fendlicos presentes. Os resultados s&o expressos em microgramas equivalentes de acido galico
por miligrama de amostra (ug mg/AGE). Os valores correspondem a média + desvio padrao de
trés experimentos independentes, realizados em triplicata.

AMOSTRAS FENOLICO TOTAL (ug mg/AGE)
CPD 26,94 + 0,011
CPAE 18,60 + 0,0078

4.3 MIGRAGCAO CELULAR

A capacidade migratoria das células foi avaliada por meio do ensaio de
cicatrizacao de ferida (wound healing), sendo analisadas as condi¢des: controle
negativo (CN), fragdo de CPD e controle positivo (doxorrubicina). As imagens
foram capturadas nos tempos 0 h (T0), 12 h (T1) e 24 h (T2), permitindo a

avaliacdo da area remanescente da lesdo ao longo do tempo.

No tempo inicial (T0), todas as condi¢des apresentaram largura de ferida
semelhante, confirmando a padronizacdo do procedimento experimental. Apds
12 horas, observou-se reducdo da area do risco em todas as condi¢oes
experimentais. O controlo negativo apresentou aproximadamente 70-75% da
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area inicial remanescente, enquanto o tratamento com CPD apresentou um valor
semelhante. A doxorrubicina também demonstrou redu¢cdo comparavel neste
periodo.

Apobs 24 horas, verificou-se uma diminuigdo adicional da area do risco. O
controlo negativo apresentou cerca de 40-45% da area inicial remanescente. A
fragcdo CPD apresentou aproximadamente 65—70% da area do risco, enquanto a

doxorrubicina apresentou valor intermediario, em torno de 55-60%.

Os dados quantitativos expressos em percentagem da area do risco
confirmam que, ao final de 24 horas, a condicdo CPD manteve maior area
remanescente do que o controlo negativo, enquanto a doxorrubicina apresentou

reducao intermediaria da migragao celular.

As imagens representativas corroboram os dados quantitativos,
demonstrando visualmente menor fechamento da ferida nas células tratadas
com CPD quando comparadas ao controlo negativo, especialmente no periodo
de 24 horas.

100 -
B 12H

M 24H

Area do risco (%)

DOIXO

Figura 5. Quantificagdo da migragao celular em células HeLa ap6s tratamento com
extratos de C. phaea. Analise quantitativa do ensaio de wound healing, expressa como
porcentagem da area do risco remanescente em relagéo ao tempo inicial (T0O). Células
HelLa foram tratadas com a fragdo CPD ou com doxorrubicina (DOXO) e comparadas
ao controle negativo (CN). As imagens foram analisadas no software ImagedJ para
determinar a area da ferida nos tempos de 12h e 24h. Os resultados sdo apresentados
como média + desvio padrdo de trés experimentos independentes, realizados em
triplicata. A analise estatistica foi conduzida utilizando o software GraphPad Prism,
conforme descrito na metodologia. sendo consideradas significativas as diferencas

indicadas por * (p < 0,05) em comparagao ao controle negativo.
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Controle negativo CPD CPAE oxorrubicina

Figura 6. Ensaio de migragao celular (wound healing) em células HelLa tratadas com extratos
de Campomanesia phaea. Imagens representativas do ensaio de cicatrizagdo de ferida (wound
healing) realizado em monocamadas de células HelLa. Apdés a formagdo do risco linear na
monocamada celular, as células foram tratadas com a fragcao CPD, fragdo CPAE, doxorrubicina
(controle positivo) ou mantidas em meio de cultura como controle negativo. As imagens foram
adquiridas nos tempos TO (0 h), T1 (12 h) e T2 (24 h) utilizando microscépio EVOS (Thermo Fisher
Scientific). As linhas tracejadas indicam os limites da area inicial da ferida, utilizada como referéncia

para analise da migragao celular. O experimento foi realizado em trés experimentos independentes.

4.4 ANALISE DO CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO

A distribuicao das células nas diferentes fases do ciclo celular foi avaliada
por citometria de fluxo apds tratamento com controlo negativo, doxorrubicina e
fracdo CPD. Os resultados foram expressos em porcentagem de células nas
fases Sub-G0, G1, S e G2/M.

No grupo controlo, observou-se predominancia de células na fase G1
(62,5%), seguida pela fase S (26,9%) e G2/M (5,5%). A fragdo Sub-GO
representou 3,9% da populacao celular. O tratamento com doxorrubicina resultou
em aumento expressivo da populacao na fase Sub-GO (40,0%). Observou-se
ainda distribuicdo de 42,6% das células em G1, 13,8% em fase S e 0,4% em
G2/M.
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Para a fragcao CPD, verificou-se 23,3% das células na fase Sub-GO0, 42,8%
em G1, 29,2% em fase S e 3,2% em G2/M. Os dados encontram-se na tabela
apresentada, demonstrando alteragdes na distribuicdo do ciclo celular entre os

diferentes tratamentos avaliados.

Tabela 3 Distribuicdo das células nas fases do ciclo celular apés tratamento com
extrato de Campomanesia phaea. Distribuicdo percentual das células HelLa nas fases
Sub-G0, G1, S e G2/M do ciclo celular apés tratamento com fracgdo CPD ou
doxorrubicina, em comparacdo ao controle negativo. As células foram coradas com
iodeto de propidio (Pl) e analisadas por citometria de fluxo no citdmetro Guava® Muse®
Cell Analyzer (Cytek Biosciences). Os dados foram obtidos a partir da intensidade de
fluorescéncia correspondente ao conteudo de DNA celular e analisados com o software
Flowing Software 2. A andlise estatistica foi feita por Anova seguido de teste de Tukey,
onde * = p<0,005.

Tratamento Sub-GO0 (%) G1 (%) S (%) G2/M (%)
Controle 3,9 62,5 26,9 55
Doxorrubicina 40,0* 42,6* 13,8* 0,4*
CPD 23,3* 42,8* 29,2 3,2*
C
D g e o | T, Ee >

Count
Count

€4 SubGD
= 22 Qo

23.9%

Figura 7. Analise do ciclo celular por citometria de fluxo em células submetidas aos diferentes
tratamentos experimentais. Os histogramas representam a distribuigdo do conteudo de DNA das
células coradas com iodeto de propidio (PI), permitindo a identificagao das fases do ciclo celular:
SubG0/G1, G0/G1, S e G2/M. As porcentagens indicadas em cada pico correspondem a
frequéncia de células em cada fase do ciclo celular. (A) grupo controle negativo; (B) células
tratadas com doxorrubicina; e (C) células tratadas com CPD. Os experimentos foram realizados

em trés experimentos independentes.
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4.5 ANALISE DO PERFIL QUIMICO DAS AMOSTRAS POR LC-
MS/MS

O perfil fitoquimico das fragdes de diclorometano (CPD) e acetato de etila
(CPAE) dos frutos de Campomanesia phaea foi determinado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD),
revelando a presencga de seis compostos principais na fragdo CPD e oito na
fracao CPAE.

Espectros de massa de varredura completa (50—1500 Da) foram obtidos
para ambas as fragdes por CLAE-DAD-ESI-HRMS/MS, nos modos de ionizacao
positivo e negativo. A interpretacdo do ion molecular, do respetivo padrao de
fragmentacao e das informagdes relativas a férmula molecular, obtidas a partir
dos espectros de massa de alta resolucdo, permitiu a identificacdo proviséria dos
compostos majoritarios. Os tempos de retengdo, bem como os dados
espectromeétricos e as atribuicbes propostas com base nos modos de ionizagao

positivo e negativo, encontram-se descritos nas Figuras 8-11 e Tabela 4.

Os picos com tempos de retencdo de 19,0 e 28,2 minutos para CPD e
18,9 e 28,0 minutos para CPAE apresentaram o mesmo valor de ion percursor,
tanto no modo negativo [M-H]™ quanto no modo positivo [M+H]*, compativel com
a formula molecular C1¢H;4,0,. Além disso, exibiram padrdo de fragmentagéo
altamente semelhante. A perda de CH; (-15 Da), CO, (-44 Da) e a clivagem do
anel C por mecanismo de Retro Diels—Alder, resultando na perda do anel B (-
104 Da), observadas nos espectros obtidos em ambos os modos de ionizacao,
estao de acordo com dados descritos na literatura, permitindo a anotagao desses

picos como isdmeros de Alpinetina.

De modo semelhante, os picos com tempos de reteng¢ao de 21,3 e 31,8
minutos para CPD e 21,3 e 31,7 minutos para CPAE apresentaram valores muito
proximos de m/z para o ion percursor [M+H]*, compativeis com a féormula
C16H1404, além de padroes de fragmentagdo com elevada similaridade. Esses
dados permitiram a sua anotacdo como isOmeros de Stercurensina, sendo
observada a perda de C¢Hs-CH=CH (-104 Da), em concordancia com o perfil

descrito na literatura.
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Nos tempos de retencdo de 25,7 e 26,8 minutos para CPD e 26,2 e 27,3
minutos para CPAE, foram identificados dois picos com valores idénticos de m/z
para o ion percursor [M-H]™ e fragmentos com valores e intensidades muito
préximos, indicando tratar-se de isbmeros. O padrdao de fragmentagcao
caracterizou-se pela perda de CH,-CO (-42 Da) e de C¢H5;-CH=CH (-104 Da),
resultante da clivagem entre C8 e C9, compativel com dados previamente
descritos, permitindo a anotagdo desses compostos como isbmeros de

Cardamonina.

Adicionalmente, no cromatograma da fragdo CPAE, em 12,2 minutos, foi
observado ion percursor [M-H]™/[M+H]* com m/z 447,0952/449,1089, compativel
com a férmula molecular C,;H,,0;:. A fragmentacao evidenciou perda de 146
Da, gerando ions aglicona com m/z 301,0335 e 303,0531, padr&o caracteristico
de flavonoides glicosilados. Com base nesses dados, o composto foi anotado

como Quercitrina.

Por fim, o pico com tempo de retencédo de 24,3 minutos na fracdo CPAE
apresentou ion percursor [M-H]™ m/z 255,0667, compativel com a féormula
molecular C;,H,;,0,. O padrdo de fragmentacéo, caracterizado pela perda de
CH,-CO (-42 Da) e C¢Hs-CH=CH (-104 Da), mostrou-se consistente com o

descrito para o flavonoide Pinacembrina, permitindo sua anotagao preliminar.
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Figura 8. Cromatograma obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) do extrato CPD, registrado em fung¢ao do tempo de retengao (min). O eixo x

representa o tempo de retengéo e o eixo y corresponde a intensidade do sinal detectado. Os diferentes picos observados ao longo do cromatograma indicam a presenga
de multiplos compostos presentes na amostra. CPD BPC modo positivo
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Figura 9. Cromatograma obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) do extrato CPAE, registrado em fungéao do tempo de retengéo (min).

O eixo x representa o tempo de retengéo e o eixo y corresponde a intensidade do sinal detectado. Os diferentes picos observados ao longo do cromatograma
indicam a presenga de multiplos compostos presentes na amostra. CPAE BPC modo positivo.
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Figura 10. Cromatograma obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) do extrato CPD, registrado em fun¢ao do tempo de reteng¢ao (min). O
eixo x representa o tempo de retengéo e o eixo y corresponde a intensidade do sinal detectado. Os diferentes picos observados ao longo do cromatograma
indicam a presenga de multiplos compostos presentes na amostra. CPD BPC modo negativo.
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Figura 11. Cromatograma obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) do extrato CPAE, registrado em fungao do tempo de retencao
(min). O eixo x representa o tempo de retengao e o eixo y corresponde a intensidade do sinal detectado. Os diferentes picos observados ao longo do
cromatograma indicam a presenga de multiplos compostos presentes na amostra. CPAE BPC modo negativo
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Tabela 4. Tentativa de assinalamento de substiancias em CPD por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢ao por matriz de diodos em
tandem com espectrometria de massa com ionizagao por eletrospray (CLAE-DAD-ESI-EM/EM).

Tr
(min.)

[M+H]"/
[M-H]™ (m/z)

Féormula
Molecular

Calcd.

Erro
(ppm)

MSIMS (%)

Tentativa de
assinalamento

Referéncia

19,0

271,0968°

269,0815°

C16H14O4

271,0969

1.4

167,0337 (100,0), 152,0191 (11,2), 131,0497
(5,5), 124,0178 (14,3), 103,0584 (9,8)

269,0819

1,7

254,0554 (23,4), 253,0516 (30,2), 235,2318
(23,9), 227,0742 (26,8), 216,0412 (28,2),
184,0547 (45,6), 165,0202 (60,9), 149,9964
(100,0)

Isdbmero de alpinetina

(Ye et al., 2018)

(Zhao et al., 2020)

21,3

285,1135%

CW7H1604

285,1121

269,0796 (6,0), 181,0495 (100,0), 166,0251
(23,5), 153,0188 (57,1), 125,0260 (10,7),
110,0390 (6,3), 103,0578 (6,0)

Isbmero de stercurensina

(Oliveira, de et al.,
2025)

257

269,0819°

CWGH14O4

269,0819

0,0

269,0847 (91,1), 241,0844 (23,7), 233,2493
(32,7), 227,0661 (97,4), 225,0902 (31,0),
199,0763 (62,9), 183,0730 (34,9), 171,0456
(55,2), 165,0194 (100,0), 145,0602 (25,47),
121,0314 (34,7)

Isébmero de cardamonina

(He et al., 2009)

26,8

268,0818°

C16H1404

269,0818

0,6

269,0807 (100,0), 241,0869 (17,8), 227,0768
(82,1), 225,0908 (30,1), 199,0750 (46,5),
183,0790 (35,4), 171,0445 (43,4), 165,0206
(78,4), 145,0654 (31,4), 121,0325 (27,9)

Isébmero de cardamonina

(He et al., 2009)

28,2

2710955%

269,0526°

C16H1404

271,0969

170,0154 (20,6), 167,0326 (100,0), 152,0089
(19,4), 131,0484 (4,1), 124,0170 (24,0),
103,0572 (11,7)

269,0819

254,0548 (32,6), 253,0505 (100,0), 226,0614
(58,9), 225,0614 (29,3), 216,0422 (11,1),
184,0509 (18,8), 177,0164 (58,3), 165,0200
(43,2), 149,9967 (26,5)

Isdbmero de alpinetina

(Ye et al., 2018)

(Zhao et al., 2020)

31,8

285,1129%

C17H1604

285,121

269,0771 (2,4), 181,0483 (100,0), 166,0244
(28,7), 153,0176 (77,5), 138,0312 (8,6),
125,0255 (13,8), 110,0385 (9,3), 103,0573 (7,9)

Isbmero de stercurensina

(Oliveira, et al.,
2025)




(min.)

[M+H]"?/
[M=H]™® (m/2)

Foérmula
Molecular

Calcd.

Erro
(ppm)

MS/MS (%)

Tentativa de assinalamento

Referéncia

12.2

449,1089%

447,0952°

C21 H20011

449,1078

-2,4

303,0532 (100,0)

4470933

-4,3

301,0335 (76.9), 300.0276 (100.0)

Quercitrina (Quercetina 3-O-
ramnosideo)

(Lin et al., 2008)

(Lin et al., 2008;
Pascoal et al., 2011)

18,9

271,0957°

269,0828°

C16H14O4

271,0969

4,5

170,0168 (15,8), 167,0328 (100,0),
152,0086 (11,4), 131,0488 (5,4),
124,0164 (14,5), 103,0567 (8,9)

269,0819

286,0483 (20,6), 259,3611 (21,5),
254,0576 (34,9), 253,0508 (30,9),
227,0713 (36,6), 216,0456 (34,7),
184,0533 (67,0), 165,0201 (61,8),
149,9968 (100,0), 121,0290 (16,0)

Isémero de alpinetina

(Ye et al., 2018)

(Zhao et al., 2020)

21,3

285,1112°

CW7H1604

285,1121

269,0778 (5,1), 181,0484 (100,0),

166,0238 (21,2), 153,0178 (60,7),

121,0251 (12,1), 110,0384 (6,0),
103,0570 (5,3)

Isébmero de stercurensina

(Oliveira, de et al.,
2025)

24,3

255,0667°

C14H1204

255,0663

255,0602 (45,6), 213,0563 (74,0),
189,6876 (100,0), 171,0430 (99,9),
151,0048 (83,8), 145,0646 (50,9)

Pinocembrina

(Sawaya, 2006)

26,3

271,09782

269,0817°

C16H1404

271,0965

167,0350 (100,0), 131,0519 (17,8),
103,0575 (28,3)

269,0819

0,9

269,0813 (100,0), 241,0858 (23,3),
231,6968 (35,4), 227,0702 (85,1),
225,0858 (40,6), 213,2355 (28,3),
199,0575 (55,2), 183,0767 (28,1),
171,0442 (57,4), 165,0202 (91,4),
121,0285 (26,9)

Isbmero de cardamonina

(Carvalho et al., 2012)

(He et al., 2009)

27,3

271,0975°

269,0821°

C16H1404

271,0965

167,0350 (100,0), 131,0503 (18,6),
103,0579 (34,3)

269,0819

269,0802 (54,0), 227,0712 (53,0),
225,0857 (48,3), 199,0789 (25,2),
183,0778 (42,2), 176,3916 (44,2),
171,0461 (85,1), 165,0208 (100,0)

Isdbmero de cardamonina

(Carvalho et al., 2012)

(He et al., 2009)

28,0

271,0979°

269,0827°

C16H1404

271,0969

170,0201 (21,2), 167,0353 (100,0),
152,0112 (15,8), 131,0514 (5,1),
124,0188 (19,3), 103,0580 (11,9)

269,0819

269,0971 (12,9), 258,0564 (19,8),
254,0500 (27,0), 253,0496 (100,0),
226,0622 (46,3), 225,0476 (40,1),
177,0198 (45,7), 149,9977 (28,7)

Isdbmero de alpinetina

(Ye et al., 2018)

(Zhao et al., 2020)

31,7

285,1135%

Cﬂ7H16O4

285,1121

184,0327 (15,5), 181,0512 (100,0),
166,0269 (23,3), 153,0204 (73,3),
138,0334 (8,8), 125,0273 (14,9),

110,0399 (9,1), 103,0585 (6,8)

Isébmero de stercurensina

(Oliveira, de et al.,
2025)

40
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4.6 SUBSTANCIA ISOLADA

Em comparacédo com dados da literatura (ZAKI et al., 2016; PERALTA et
al 2014) e a partir da analise dos espectros de 'H e '3C (Figuras 13 — 19),
constatou-se o isolamento e a caracterizacao estrutural do flavonoide 2',6'-
dihidroxi-4'-metoxi-3'-metilchalcona (Figura 12). Os dados de RMN (Tabela 6) de
'H apresentaram sinais condizentes com o esqueleto tipico de chalconas, sendo
observado um multipleto em o+ 7.66 (2H) e um conjunto de sinais sobrepostos
em oH 7,42 (3H) indicando a presenca do anel aromatico B n&o substituido e um
singleto em &1 6,23 (H-5’) correspondente ao hidrogénio do anel aromatico A

tetrasubstituido.

OH o

Figura 12. Estrutura quimica da 2',6'-dihidroxi-4"-metoxi-3'-metilchalcona

O espectro apresentou singletos atribuidos aos substituintes do anel A, em Ju
13,27 (6’- OH) correspondente a presencga de hidroxila quelatogénica, em Ju 3,69 (3H,
4’- OCH3) tipico de grupamento metoxi e ou 2,12 (3H, 3’°- CH3) associado a presenca de
grupo metil. Foram observados dupletos em ou 7,98 (1H, Jap = 15.7 Hz) e Ju 7,85 (1H,
Ja = 15.7 Hz) correspondentes a hidrogénios olefinicos condizentes com um sistema
carbonilico a-f insaturado tipico do esqueleto de chalconas (SAHU et al., 2012),
corroborado com a presenca de carbono de grupo carbonila no espectro de *C em dc

193,3 e carbonos olefinicos em dc 126,5 (C-a) e oc 143,4 (C-p).

O espectro de '>C apresentou sinais em dc 161,5 (C-2"), 6c 161,6 (C-4") e 5c 164,3
(C-6") associados aos carbonos insaturados oxigenados presentes no anel A e os sinais em
oc 62,4 (4’- OCH3) e oc 8,1 (3’- CH3) correspondentes a seus substituintes. A posi¢ao dos
substituintes foi estabelecida por meio da comparacdo dos dados de RMN de 'H e °C,
obtidos no mesmo solvente, com aqueles descritos para chalconas isoméricas no anel A

que diferem apenas quanto ao padrao de substituicao neste anel (GAFNER et al, 1995;
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SALMAZZO et al, 2019; AMOR et al, 2007). Foram observados sinais na regiao de dc

128,6-135,4 associados aos carbonos aromaticos pertencentes ao anel B ndo substituido.

Tabela 5. Dados de RMN de 'H e *C de 2’,6’-dihidroxi-4’-metoxi-3'-metilchalcona isolada * e da
literatura ! (ZAKI et al., 2016) em CDCls,

a

posicio

1
2
3

4’— OCH3
3’ —CHs
6’— OH

JH, (J em Hz)

7,64 -7,66, m
7.41-7,42, m*
7.41-7,42, m®
741 -7,42, m®
7,64 -7,66, m
7,98, d (15,7)
7,85, d (15,7)

6,23, s

3,69, s
2,12, s
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5.0 DISCUSSAO

O cancer cervical permanece como um dos principais desafios em saude
publica em escala global, estando entre as neoplasias mais incidentes e letais
que acometem mulheres, particularmente em paises de baixa e média renda,
onde estratégias de prevengéo e acesso ao tratamento séo limitados (WU et al.,
2025; BORDA et al.,, 2024; PIMPLE et al.,, 2022). Em 2022, estimaram-se
aproximadamente 662 mil novos casos e 348 mil ébitos, consolidando essa
neoplasia como a quarta principal causa de incidéncia e mortalidade por cancer
entre mulheres (LI et al., 2025). Esses dados evidenciam a persistente
necessidade de identificacdo de novas abordagens terapéuticas que aliem

eficacia, seguranca e acessibilidade.

Do ponto de vista molecular, a carcinogénese cervical esta fortemente
associada a infecgcdo persistente por tipos oncogénicos do papilomavirus
humano (HPV), especialmente HPV-16 e HPV-18, cuja expressao continua das
oncoproteinas E6 e E7 resulta na inativacdo funcional de p53 e pRb,
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respectivamente (MUNGER et al., 1991; FERENCZY et al., 2002; NARISAWA-
SAITO et al., 2007). Essa desregulagcdo compromete mecanismos fundamentais
de controle do ciclo celular, reparo do DNA e apoptose, favorecendo instabilidade
genbmica, proliferagdo sustentada e progressao tumoral (YUGAWA et al., 2009;
BALASUBRAMANIAM et al., 2019; TAGHIZADEH et al., 2019). Além disso, a
ativagao constitutiva de vias de sinalizacdo associadas a sobrevivéncia e
crescimento celular, como PI3K/Akt, MAPK e JAK/STAT, contribui para a
manutengdo do fendtipo maligno e para o desenvolvimento de resisténcia
terapéutica (SCHMELZLE & HALL, 2000; EVAN & VOUSDEN, 2001; TANG et
al., 2017; SANCHEZ-VEGA et al., 2018).

Nesse cenario, produtos naturais tém se consolidado como uma
importante fonte de agentes anticancerigenos devido a ampla diversidade
estrutural, a capacidade de modular multiplos alvos moleculares e,
frequentemente, a menor toxicidade sistémica quando comparados a farmacos
sintéticos convencionais (WILSON et al., 2007; LIU et al., 2010; HASHEM et al.,
2022; DENG et al., 2024). Entre esses compostos, flavonoides e outros fendlicos
destacam-se por apresentarem atividades antiproliferativa, pro-apoptética e
antimigratoria em diferentes modelos tumorais, incluindo cancer cervical (YANG
etal., 2020; FARAONE et al., 2020; LEONETTI et al., 2025; ZHANG et al., 2024).

Espécies da familia Myrtaceae tém recebido atencdo crescente nesse
contexto, uma vez que apresentam elevada diversidade de metabdlitos
secundarios bioativos, incluindo flavonoides, compostos fendlicos, triterpenoides
e antocianinas, frequentemente associados a atividades antioxidantes e
antitumorais (AL-SNAFI et al., 2024; PERRY et al., 2023; SOUZA et al., 2018).
Estudos experimentais indicam que extratos derivados dessa familia podem
interferir em multiplos processos celulares envolvidos na progressao tumoral,

incluindo proliferagdo, apoptose, ciclo celular e migragao celular.

No presente estudo, a atividade citotoxica dos extratos de Campomanesia
phaea foi avaliada em células HelLa e na linhagem n&o tumoral NIH/3T3,
permitindo analisar tanto a poténcia quanto a seletividade do efeito observado.
O extrato CPD apresentou ICso de 16,36 pg/mL em HelLa e 19,14 ug/mL em
NIH/3T3, enquanto o CPAE apresentou ICso de 23,18 ug/mL e 22,48 ug/mL,

respectivamente. Ja o extrato CPH apresentou ICso inferior a 100 ug/mL para
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ambas as linhagens, ndo sendo possivel estabelecer seletividade. A
doxorrubicina, utilizada como controle positivo, apresentou ICso de 4,26 pg/mL
em Hela e 7,44 pg/mL em NIH/3T3.

De acordo com os critérios do National Cancer Institute, extratos brutos
sédo considerados ativos quando apresentam ICso < 200 pug/mL, sendo valores
inferiores a 20 uyg/mL frequentemente classificados como promissores (CANGA
et al., 2022; CORTELO et al., 2021). A luz desses parametros, CPD e CPAE
demonstram atividade citotdxica relevante, com destaque para o CPD, cujo ICso

em Hel a situa-se dentro da faixa considerada altamente promissora.

Resultados comparaveis foram descritos para extratos de espécies da
propria familia Myrtaceae. Extratos de Myrciaria glazioviana, por exemplo,
apresentaram atividade antiproliferativa significativa em células HelLa, com
valores de ICso entre 12,62 e 24,31 pg/mL (PEREIRA et al., 2024). De maneira
semelhante, extratos de folhas de Eugenia brasiliensis demonstraram atividade
citotoxica relevante contra células de cancer cervical, com ICso de 31,03 pg/mL
para o extrato de diclorometano, além de promover retengao celular na fase
GO0/G1 e inibicdo da migracéao celular (DE OLIVEIRA et al., 2025). Esses efeitos

foram associados a presenca de compostos fendlicos e flavonoides.

Extratos de folhas de Eugenia uniflora também demonstraram atividade
citotdxica significativa contra células HelLa, com valores de ICso inferiores a 40
pg/mL e elevada seletividade em relagdo a células ndo tumorais (PESCINELLI
et al., 2025), além de induzirem alteracdes no ciclo celular e eventos associados

a apoptose.

A inducdo de morte celular constitui um dos principais mecanismos
associados a atividade anticancerigena de extratos vegetais. No presente
estudo, esse processo foi evidenciado pelo aumento da populagao de células Pl-
positivas, indicando comprometimento da integridade da membrana plasmatica
(VERMES et al., 1995; CROWLEY et al., 2016). Embora essa abordagem nao
permita distinguir entre apoptose e necrose, os dados obtidos reforcam o
potencial citotéxico dos extratos avaliados.

A analise do ciclo celular revelou aumento expressivo da populagao Sub-

GO apos tratamento com CPD, sugerindo fragmentacao de DNA e morte celular.
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Esse perfil € consistente com achados descritos para outras espécies da familia
Myrtaceae, como Myrtus communis e espécies ricas em antocianinas, que
demonstram capacidade de modular o ciclo celular e induzir apoptose (MIR et
al., 2024; SIMAS FRAUCHES et al., 2021).

A migracgao celular, etapa fundamental na progressao tumoral, também foi
significativamente inibida pelo extrato CPD, indicando possivel interferéncia em
mecanismos associados a invasividade celular. Resultados semelhantes tém
sido descritos para espécies da familia Myrtaceae, como Eugenia pyriformis e
Syzygium guineense, que apresentam efeitos antimigratérios em modelos
experimentais (ALVES et al., 2022; ALQATHAMA et al., 2020).

No que se refere ao perfil quimico, a analise fitoquimica do extrato permitiu
o isolamento da 2'6'-diidroxi-4'-metoxi-3'-metilchalcona, também conhecida
como triangularina, um composto previamente descrito em espécies da familia
Myrtaceae, como Eugenia rigida, com estrutura elucidada por técnicas
espectroscopicas (ZAKI et al., 2016). Avaliagbes bioldgicas indicam que esse
composto apresenta baixa atividade citotdxica quando testado isoladamente,
com valores de ICso superiores a 10 yM em diferentes linhagens celulares
tumorais (ZAKI et al., 2016).

Apesar disso, a triangularina apresenta outras propriedades biolodgicas
relevantes, incluindo atividade antimelanogénica, sendo capaz de inibir a enzima
tirosinase de forma mais eficaz que o acido kgjico (SANTI et al., 2019). Esse
efeito tem sido associado a sua capacidade de interagdo com o sitio ativo da

enzima, conforme demonstrado por estudos de modelagem molecular.

Dessa forma, embora a triangularina ndo apresente atividade citotoxica
expressiva de forma isolada, sua presenca no extrato de Campomanesia phaea
pode contribuir para os efeitos biolégicos observados por meio de interacées
com outros metabdlitos secundarios. Além disso, sua identificagao contribui para
a caracterizacdo quimica da espécie, representando um marcador fitoquimico

relevante.

De forma integrada, os resultados indicam que os extratos de
Campomanesia phaea, particularmente o CPD, exercem efeitos bioldgicos

relevantes em células Hel a, incluindo redug¢ao da viabilidade celular, indugao de
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morte celular e inibicdo da migracdo. Esses efeitos sdo compativeis com
mecanismos descritos para metabdlitos fendlicos presentes em espécies da
familia Myrtaceae, reforgando o potencial dessa planta como fonte de compostos

bioativos com aplicacdo no contexto do cancer cervical.

6 CONSIDERAGOES FINAIS
6.1 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que os extratos das
folhas de Campomanesia phaea apresentam atividade bioldgica relevante sobre
células de cancer cervical, evidenciada pela redugao da viabilidade celular,
inducdo de morte celular e inibicdo da migracdo em células HelLa. Dentre os
extratos avaliados, o extrato diclorometano (CPD) destacou-se por apresentar
maior potencial citotoxico, com valores de [ICso compativeis com aqueles
considerados promissores para extratos brutos, além de promover alteragdes
significativas no ciclo celular, com aumento da populacdo Sub-GO, sugerindo

fragmentacao de DNA e possivel indugao de morte celular programada.

Os efeitos observados sao consistentes com mecanismos descritos para
metabdlitos secundarios presentes em espécies da familia Myrtaceae,
especialmente compostos fendlicos e flavonoides, os quais tém sido
amplamente associados a modulagao do ciclo celular, inducdo de apoptose e
interferéncia em processos relacionados a progressao tumoral. Nesse contexto,
a capacidade do extrato em reduzir a migracao celular reforga seu potencial em
atuar nao apenas sobre a proliferacdo, mas também sobre aspectos

relacionados a invasividade tumoral.

A analise fitoquimica permitiu ainda o isolamento da 2',6'-diidroxi-4'-
metoxi-3'-metilchalcona (triangularina), contribuindo para a caracterizagéo
quimica da espécie. Embora a literatura indique que esse composto apresenta
baixa atividade citotéxica quando avaliado isoladamente, sua presenga no
extrato pode estar associada, de forma indireta, aos efeitos bioldgicos
observados, possivelmente por meio de interagdes sinérgicas com outros

metabdlitos presentes no extrato.
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De maneira geral, os achados deste trabalho reforgam o potencial de
Campomanesia phaea como fonte promissora de compostos bioativos com
atividade antitumoral, particularmente no contexto do cancer cervical. No
entanto, estudos adicionais sdo necessarios para aprofundar a compreensao
dos mecanismos moleculares envolvidos, bem como para avaliar a eficacia e
segurancga desses extratos e compostos em modelos in vivo, visando sua futura
aplicagdo no desenvolvimento de estratégias terapéuticas baseadas em

produtos naturais.

6.2 PERPSPECTIVAS FUTURAS

Considerando os resultados obtidos, estudos futuros poderdao ser
direcionados a elucidagcao detalhada dos mecanismos moleculares associados
a atividade antitumoral dos extratos e da substancia isolada, incluindo a
avaliagcao de apoptose precoce e tardia por marcagao com Anexina V/PI, analise
do potencial de membrana mitocondrial, quantificagdo da ativagdo de caspases

e investigagado da modulacéo de proteinas da familia Bcl-2.

Adicionalmente, a avaliagdo do impacto dos extratos sobre vias de
sinalizagdo envolvidas na proliferacdo e migracéo celular, como PI3K/Akt,
MAPK, NF-kB e TGF-B/SMAD, podera contribuir para a construcdo de um
modelo mecanistico mais robusto. Ensaios de expressao génica e proteica, bem
como abordagens de docking molecular e estudos in silico, também podem

auxiliar na identificagéo de possiveis alvos moleculares.

Por fim, estudos de fracionamento guiado por bioatividade, associados a
purificacdo e caracterizagao estrutural de outros constituintes presentes nos
extratos, poderao possibilitar a identificagdo de novos compostos bioativos e a
avaliacdo de possiveis efeitos sinérgicos. Em conjunto, essas abordagens
poderao contribuir para o avanco do conhecimento sobre Campomanesia phaea
e para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas inovadoras no contexto do

cancer cervical.
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