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RESUMO

ISHIKAWA, T. Estudo fitoquimico e biolégico do cambuca - Plinia edulis (Vell.)
Sobral — Myrtaceae. 2008. 203 p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2008.

Plinia edulis (Myrtaceae), espécie arborea popularmente conhecida como cambuca,
€ nativa da Mata Atlantica brasileira. Apesar do emprego na medicina tradicional em
diversas moléstias, incluindo distarbios gastricos, ndo existem estudos relacionando
as atividades bioldgicas e os constituintes quimicos da espécie. Esta tese relata a
avaliacdo da gastroprotecdo, da atividade antioxidante, da citotoxicidade e da
mutagenicidade do extrato etanol/agua de folhas de P. edulis e das fragbes. Com o
objetivo de correlacionar os metabdlitos secundérios com a eficacia da droga vegetal
na medicina tradicional, o extrato foi submetido a particdo e posterior fracionamento
cromatografico. O extrato apresentou atividade gastroprotetora significativa em
modelo de inducéo de Ulceras por etanol acidificado em ratos em doses de 100, 200
e 400 mg/kg via oral, sendo mais ativo que o farmaco de referéncia lansoprazol.
Entre as fracbes, a hexanica (100 mg/kg p.o.) foi a mais eficaz, mas apresentou
menor atividade do que o extrato bruto. A gastroprotecdo do &cido ursoélico também
foi avaliada, mas embora outros triterpenos sejam conhecidos como
gastroprotetores, o acido ursolico (50 mg/kg p.o.) reduziu a area lesionada, mas nao
apresentou atividade significativa no modelo empregado. O extrato ndo evidenciou
mutagenicidade na concentracdo de 20 mg/placa no Ensaio de Ames e apresentou
atividade antioxidante pronunciada, com CEso de 5,75 pg/mL no ensaio com DPPH e
valor de ORAC de 3.948 umol de Trolox/g de extrato. O extrato e as fracdes foram
avaliados quanto a citotoxicidade em linhagens de células tumorais humanas de
UACC62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI 460 (pulméao), OVCARO3 (ovario), PC-03
(prostata), HT-29 (célon), 786-0 (rins), NCI-ADR (mama com fendtipo de resisténcia
a multiplos farmacos) e linhagem de células normais de ovario de hamster chinés
(CHO) in vitro. O extrato e as fragbes apresentaram citotoxicidade seletiva dose-
dependente em células cancerigenas e atividade proliferativa em células normais. A
partir das frac6es de hexano e acetato de etila foram identificados p-amirina, lupeol,

B-sitosterol, acido oleandlico, acido ursolico, acido maslinico, acido corosélico, galato



de etila, acido galico, quercitrina, miricitrina e quercetina por meio de andlises
espectrométricas. Estes resultados dao suporte a utilizacdo popular desta espécie e
estdo provavelmente associados a presenca dos flavonoides e triterpenos

identificados no extrato.

Palavras-chave: Plinia edulis. antitlcera. citotoxicidade. triterpenos. flavonoides.



ABSTRACT

ISHIKAWA, T. Phytochemical and Biological Studies of “cambuca” - Plinia edulis
(Vell.) Sobral — Myrtaceae. 2008. 203 p. Thesis (Doctoral) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2008.

Plinia edulis (Myrtaceae), an arboreous species popularly known as “cambuca”, is
native in Brazilian Atlantic Rain Forest. Despite its traditional uses in many diseases,
which include gastric disorders, no reports are available on the relationship between
the biological activities of its extract and its chemical constituents. This thesis reports
the evaluations of the the aqueous ethanol extract of leaves of P. edulis and its
fractions on gastroprotective effect, antioxidant capacity, cytotoxicity and
mutagenicity of. In order to correlate the secondary metabolites and the efficacy of
the crude drug in traditional medicine, the extract was submitted to solvent partition
followed by chromatographic fractionation. The extract exhibited significant
gastroprotective effect on HCl/ethanol-induced ulcers in rats at doses of 100, 200
and 400 mg/kg p.o., even more active than the reference drug lansoprazole. Among
the fractions, the hexane fraction (100 mg/kg p.o.) was the most effective, but
showed lower activity than the crude extract. In addition, the gastroprotective effect of
ursolic acid was evaluated. Although others triterpenes are well known as
gastroprotective agents, ursolic acid (50 mg/kg p.o.) reduced the lesion area, but did
not show significant activity on this model. The extract did not show mutagenicity at
the concentration of 20 mg/plate in the Ames test and exhibited high antioxidant
activity, with ECso of 5.75 ug/mL on the DPPH assay and ORAC value of 3948 umol
Trolox/g of extract. The extract and its fractions were evaluated for cytotoxic activity
against human tumour cell lines as UACC62 (melanoma), MCF-7 (breast), NCI 460
(lung, non-small cells), OVCARO03 (ovarian), PC-03 (prostate), HT-29 (colon), 786-0
(renal), NCI-ADR (breast expressing phenotype multiple drugs resistance) and CHO
(Chinese Hamster Ovary) normal cell line in vitro. The extract and its fractions
showed selectively dose-dependent cytotoxicity against cancer cells and proliferative
activity in normal cells. The hexane and ethyl acetate fractions yielded B-amyrin,
lupeol, B-sitosterol, oleanolic acid, ursolic acid, maslinic acid, corosolic acid, ethyl

gallate, gallic acid, quercitrin, myricitrin and quercetin, which were identified based on



spectrometric analyses. These results provide scientific support to the traditional use

of this species, which are probably associated with the flavonoids and triterpenoids
identified in the extract.

Keywords: Plinia edulis. antiulcer. cytotoxicity. triterpenoids. flavonoids.



Introducao

E melhor tentar e falhar, que preocupar-se e ver a vida passar.
E melhor tentar, mesmo em v&o, que sentar-se fazendo nada até o final.
Eu prefiro na chuva caminhar, que em dias tristes em casa me esconder.

Prefiro ser feliz, embora louco, que em conformidade viver.

Martin Luther King
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas na cura de enfermidades € provavelmente téo
antiga quanto a prépria humanidade (LIPP, 2002). Até o inicio do século XX,
aproximadamente 80% dos medicamentos eram de origem vegetal e até os dias de
hoje a flora apresenta-se potencialmente importante como fonte para a obtencédo de
substancias biologicamente ativas e de moléculas protétipo para a sintese de um
grande numero de farmacos (MC CHESNEY; VENKATARAMAN; HENRI, 2007).

A recente implementacdo da fitoterapia no sistema de salude do pais
destaca a importancia desta ferramenta na complementacdo dos tratamentos
existentes, tendo em vista a grande disposi¢cdo da populacdo brasileira em utilizar
produtos medicinais de origem vegetal (DI STASI, 2007).

No entanto, o insuficiente investimento financeiro em ciéncia e tecnologia
e uma legislacdo que, ao invés de favorecer estudos na area, ajuda a inibir a
atividade de pesquisadores, contribuem para o volume reduzido de pesquisas
envolvendo plantas medicinais da flora nacional (PIVETTA, 2006; SIMOES;
SCHENKEL, 2002).

Considerando-se o Brasil como representante de uma das maiores
diversidades vegetais do mundo, com elevado numero de espécies endémicas
(TONHASCA Jr., 2005), € um contra-senso a estimativa de que apenas 10% das
espécies brasileiras empregadas na medicina tradicional foram estudadas do ponto
de vista quimico-farmacoldgico (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

A perda crescente de informacfes sobre espécies nativas, causada pela

progressiva destruicdo, tanto dos vegetais como da propria cultura tradicional,
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agrava ainda mais a escassez de estudos na area de plantas medicinais (ALMEIDA,
2003).

Restam hoje menos de 10% de remanescentes da Mata Atlantica
brasileira e este nUmero continua a diminuir (Figuras 1 e 2) (WUETHRICH, 2007).
Os indices alarmantes de desmatamento, a megadiversidade e a alta taxa de
endemismo tornaram este conjunto de ecossistemas uma prioridade de conservacgao

mundial (MYERS et al., 2000).

= Limites Interestaduais
I Formagies Picneiras

Floresta Ombrdfila Mista
I Floresta Ombrofila Densa
Floresta Ombrofila Aberta
[ Floresta Estacional Semidecidual
B Floesta Estacional Decidual

Campos de Altitude, encraves de cemado,
zonas de tensfo ecoldgica, contaos.

Brasil

— Limites Interestaduais
Area Urbana
Mangue

I Restinga

I Mata
Dominio da Mata Atléntica

Brasil

Figura 1. Dominio da Mata Atlantica conforme Decreto 750/93: area original e
situacdo atual. Imagem: SOS Mata Atlantica (2008).
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Do ponto de vista econdmico, o mercado de fitoterapicos mundial em 2001
movimentou cerca de 19,6 bilhdes de ddlares, dos quais aproximadamente 12% (2,3
bilhdes de ddlares) foram arrecadados somente pelo Japdo e apenas 3% foram

obtidos por todos os paises da América do Sul (figura 3) (FUNARI; FERRO, 2005).
Venda Mundial de Fitoterapicos em 2001

Demais paises América do Sul

Europa US$ bi 0,8 US$ bi 0,6 »
US$ bi 6,9 América do Norte
US$ bi 3,9
Asia
US$ bi 7,4

Figura 2. Venda mundial de fitoterapicos em 2001. Valores expressos em bilhdes de
dolares (adaptado de Funari e Ferro, 2005).

A auséncia de politicas publicas para producdo de medicamentos
fitoterapicos e a quase inexisténcia de instrumentos para a interacdo entre
universidades e industrias farmacéuticas nacionais podem ser explicacdes possiveis
para a deficiéncia na obtencédo de divisas com a venda destes produtos no Brasil
(SIMOES; SCHENKEL, 2002).

A espécie selecionada para o desenvolvimento deste trabalho, Plinia
edulis, é nativa e endémica da mata atlantica brasileira, com ocorréncia do Rio de
Janeiro até o Rio Grande do Sul (LORENZI et al., 2006). E considerada vulneravel a
extingdo (INSTITUTO DE BOTANICA, 2008) e conhecida popularmente como
cambucé, cambuca verdadeiro e cambucazeiro (LORENZI, 1992; CORREA, 1926).

A palavra cambuca é de origem tupi-guarani (DICIONARIO BRASILEIRO,
1976; BUENO, 1968). Sua etimologia representa a unido de ka’a (arvore, erva, mata)
e puka (abrir-se), fazendo referéncia aos frutos que se partem quando maduros

(BUENO, 1968; BOUDIN, 1966).
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Eugenia edulis Vellozo (INDEX KEWENSIS, 1995; LORENZI, 1992;
SOBRAL, 1985), Marlierea edulis Niedenzu (SOBRAL, 1985), Myrciaria edulis
(Vellozo) Skeels (SOBRAL, 1985), Myrciaria plicato-costata Berg. (LORENZI, 1992)
e Rubachia glomerata Berg. (SOBRAL, 1985) constam como sinénimos cientificos.

P. edulis apresenta de 5 a 10 metros de altura, tronco curto, copa densa e
piramidal, sendo conveniente para o paisagismo, embora seu crescimento seja lento
(figura 4). Pode ainda ser empregada em reflorestamentos mistos destinados a
recomposicao de areas degradadas (LORENZI et al., 2006; LORENZI, 1992).

Os frutos de cambuca, fixados nos caules e ramos, sdo muito saborosos
para consumo in natura, sendo apreciados por varias espécies de passaros (figura
4) (LORENZI, 1992). Sdo considerados benéficos a saude, sendo empregados na
medicina popular como ténicos, antitérmicos, antigripais, diuréticos e
hipoglicemiantes (CRAVO, 2003; DONATO, 2003; GONSALVES, 2002; CRUZ,
1979).

As cascas dos frutos sao utilizadas no preparo de xaropes para tosses e
coqueluches pela populacdo nativa da llha Grande (RJ) (MACIEL; CARDOSO,
2003). As folhas da espécie também sdo usadas, sob forma de infusos, no
tratamento de afec¢des da garganta por populagcbes caicaras dos estados de Sao
Paulo e Rio de Janeiro.

P. edulis também ¢é utilizada no tratamento de distlrbios gastricos e
diarréia (CRAVO, 2003; NASCENTE, 2008; GONSALVES, 2002) e apresentou
resultados promissores em estudos anteriores envolvendo o extrato liofilizado de
folhas, especialmente no que se refere as atividades antillcera e antioxidante

(ISHIKAWA, 2004; ISHIKAWA; KATO; BACCHI, 2003).
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O extrato etanol/agua (70%) apresentou atividade gastroprotetora
extremamente significativa em relacdo ao controle, em modelo de inducédo por etanol
acidificado (ISHIKAWA; KATO; BACCHI, 2003). Além disso, ndao foram observados
efeitos toxicos por via oral em camundongos em uma dose de até 5g/kg do extrato
(ISHIKAWA et al., 2008).

Do ponto de vista fitoquimico, a espécie foi muito pouco estudada. Na
literatura e bancos de dados consultados foram encontrados relatos apenas sobre a
composicdo do Oleo volatii de P. edulis, caracterizado majoritariamente por
sesquiterpenos (APEL et al.,, 2006), e sobre a presenca de pectinas nos frutos

(BELESKI-CARNEIRO et al., 2000).

Figura 3. Plinia edulis: habito e ramo frutificado.






Revisao

A mente que se abre a uma nova idéia jamais voltara ao seu tamanho original.

Albert Einstein
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2. Revisao

2.1. Myrtaceae

Os insetos sdo os principais componentes da diversidade do planeta,
apresentando entre 5 e 10 milhdes de espécies (TONHASCA Jr., 2005).

Nas florestas tropicais, ao contrario do que ocorre em florestas
temperadas, onde o vento € o principal agente de polinizacdo, mais de 90% de
plantas que produzem flores sdo polinizadas por animais, sobretudo insetos, tendo
em vista que a exuberante vegetacdo nos tropicos representa um importante
obstaculo para a transferéncia de polen (TONHASCA Jr., 2005).

Enquanto atuam positivamente para a multiplicacdo da flora na Mata
Atlantica, agindo como polinizadores, 0s insetos sdo também os principais
herbivoros das florestas tropicais, consumindo de 8 a 12% de toda matéria verde
(TONHASCA Jr., 2005).

O impacto predatério exercido pelos insetos herbivoros, maior nas
florestas tropicais do que nas temperadas, pode ter contribuido no desenvolvimento
do metabolismo secundario da flora da Mata Atlantica (TONHASCA Jr., 2005).

Metabolitos secundarios vegetais fornecem produtos que, embora néo
sejam necessariamente essenciais, garantem vantagens adaptativas para a planta
(SANTOS, 2007).

Aos triterpenos, por exemplo, sdo atribuidas propriedades de protecéo

contra herbivoria (SIMOES; SPITZER, 2007; PUNGITORE et al., 2005; THOISON et
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al., 2004) e adaptacao ao estresse salino (OKU et al., 2003). Existem evidéncias de
gue alguns insetos sequestram triterpenos das plantas para defenderem-se de seus
predadores (PLASMAN et al., 2001).

Os flavondides, além de protegerem o0s vegetais de herbivoros e
microrganismos, promovem atracdo de polinizadores, atuam como agentes
alelopaticos e protegem contra raios ultravioleta e visivel (HARBORNE; WILLIAMS,
2000).

A riqueza dos metabdlitos secundarios, segundo Harborne (1988), ocorre
pelo simples fato de que as plantas geralmente ndo se deslocam em relacdo ao
substrato em que se encontram e, portanto, ndo respondem ao ambiente pelas vias
possiveis aos animais. Isto torna a diversidade molecular de produtos naturais muito
superior a de produtos derivados de sintese (MC CHESNEY; VENKATARAMAN;
HENRI, 2007; GUERRA; NODARI, 2007).

Apenas considerando os terpenos, sdo conhecidas, até os dias atuais,
aproximadamente 30.000 substancias, entre as quais se destacam 0s esqueletos
triterpénicos com mais de 4.000 estruturas ja identificadas (DZUBAK et al., 2006).

Os flavondides também representam uma das classes de produtos
naturais mais importantes e diversificadas, com mais de 4.200 estruturas diferentes
conhecidas, numero que continua a crescer (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).

Por serem fatores de interagdo entre organismos, flavondides e
triterpenos, frequentemente encontrados em Myrtaceae (ITO et al., 2004),
apresentam geralmente atividades farmacoldgicas importantes, despertando o
interesse como fonte promissora para obtencdo de moléculas Uteis ao homem

(GUERRA; NODARI, 2007; SANTOS, 2007).
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Os flavondides parecem reduzir a incidéncia de diversas patologias, tais
como cancer, aterosclerose, osteoporose e mal de Alzheimer (USTUN et al., 2006).

Aos triterpenos sdo atribuidas propriedades antiinflamatorias, gastro e
hepatoprotetoras, analgésicas, antimicrobianas, hipocolesterolémicas, antivirais e
antitumorais, entre outras (DZUBAK et al., 2006; SUDHAHAR; KUMAR;
VARALAKSHMI, 2006; TOLSTIKOVA et al., 2006; CHENG et al., 2005; URECH et
al., 2005).

Myrtaceae compreende em torno de 100 géneros e 3.500 espécies
distribuidas principalmente na América tropical e Australia (APG II, 2003; JOLY,
1985; BARROSO, 1984). Na Mata Atlantica da llha do Cardoso, em Cananéia (SP),
Melo (1993) observou predominancia de espécies da familia. Fato semelhante foi
relatado por Mantovani (1993) na Juréia (SP).

Embora ainda seja predominante, com a destruicdo da composicéo
floristica original, diversas mirtdceas estdo ameacadas e um levantamento, apenas
da flora paulista, apontou 55 espécies da familia vulneraveis a extincdo (INSTITUTO
DE BOTANICA, 2008).

Entre os géneros com ocorréncia na floresta pluvial atlantica, destaca-se
Plinia, representado por cerca de 20 espécies com distribuicdo na América Central,
do Caribe ao Brasil (LANDRUM; KAWASAKI, 1997).

Apesar dos inumeros relatos de utilizagdo popular, a literatura sobre
composicdo quimica ou atividades farmacologicas de espécies de Plinia é escassa.
Theoduloz et al. (1988), estudando P. rivularis e P. trunciflora, verificaram que os
extratos polares destas plantas, constituidos de misturas complexas de flavonoides,

apresentaram atividade inibitéria sobre a enzima xantina oxidase.
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Serafin et al. (2007) observaram potente analgesia de extratos polares
obtidos de P. glomerata, atribuindo esta atividade a derivados do acido
flavanelagico.

A partir de 6rgaos aéreos de P. pinnata foram isolados diversos polifenois
conhecidos, assim como duas substancias inéditas: um diidroflavonol (3-O-a-
ramnopiranosil-5,7,2’,5’-tetraidroxi-flavananol) (Tabela 4) e um triterpeno
(2a,383,23,30-tetraidroxi-olean-12-eno) (Tabela 11) (MENDEZ et al., 1997; 1994).

Em Myrtaceae sdo mais comuns flavondis do que flavonas (AMARAL et
al., 2001). Flavonoides C-metilados com pouca ou henhuma oxigenacao do anel B
parecem ser distintivos da familia (MUSTAFA; PERRY; WEAVERS, 2005;
WOLLENWEBER et al., 2000). A presenca destes tipos de estruturas indica que as
mirtaceas sao quimicamente primitivas, apresentando baixo nivel evolutivo
(AMARAL et al., 2001; GOTTLIEB; BORIN, 1998).

Em relacdo aos triterpenos, os acidos ndo glicosilados com esqueleto
ursano, oleanano e lupano (FRIGHETTO et al.,, 2005) sdo mais comuns em
Myrtaceae, embora saponinas triterpénicas ja tenham sido descritas na familia
(GALLO et al., 2006; DJOUKENG et al., 2005; JUNGES et al., 1999).

As tabelas e figuras a seguir consistem em um levantamento sobre os

flavondides e triterpenos encontrados em Myrtaceae.



Revis&o 15
Tabela 1 - Flavonais identificados em Myrtaceae (continua).
FQS
Nome Rs Rs Rs R7 Rs R3 R« Rs Referéncia
Agliconas
canferol H H H H H H H H SHAN et al., 2005
. AMARAL et al.,
quercetina H H H H H OH H H 2001
S TIMBOLA et al.,
miricetina H H H H H OH H OH 2002
pinoquercetina CHs H OH ITO et al., 2004
7-metoxi-canferol H CHs H SON et al., 2006
- . CAMPOS; WEBBY
3-metoxi-quercetina CHs H H H H OH H H MARKHAM, 2002
ramnetina CHs OH LEE et al., 2006
ramnazina CHs OCHjs H LEE et al., 2006
. - WOLLENWEBER
8-desmetil-latifolina CHs H CH; CHs H H H H etal., 2000
3,7,3'-trimetoxi- WOLLENWEBER
pinoquercetina CHs H CHs CHs H OCHs H H et al., 2000
3,5-dimetdxi- HUSSEIN et al.,
gossipetina CHs CHs H H  OH OH H H 2003
3,5,3-trimetoxi- HUSSEIN et al.,
miricetina CHs CHs H H H  OCHs H  OH 2003
Monoglicosideos
3-O-a-arabinosil- L-arabinosila H H H H H H H HUSSEIN et al.,
canferol 2003
3-O-p-galactosil- i : MAHMOUD et al.,
canferol D-galactosila H H H H H H H 2002
3-O-B-glicosil-canferol D-glicosila H H H H H H H RUBII;S(I)?Get al,
quercitrina L-ramnosila H H H H OH H H GALLO et al., 2006
3-O-p-glicosil- D-glicosila H H H H OH H H PARKetal, 2004
quercetina
3.0 lactosil JOSEPH; PICHON-
-O-p-galactosil- D-galactosila H H H H OH H H  PRUM; RAYNAUD,

quercetina

1989
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Tabela 1 - Flavonais identificados em Myrtaceae (continuacéo).

R

Nome Rs Rs Rs R7 Rs R3 R« Rs Referéncia
Monoglicosideos
guaijaverina L-arabinosila H H H H OH H H YOSHIESX\QA etal.,
reinoutrina D-xilosila H H H H OH H H RUBILAR etal.,
2006
3-0-_[3-(6"-galoi_l- (2"-Ol-gal(.)|l)- H H H H OH H H MAHMOUD et al.,
glicosil)-quercetina D-glicosila 2002
3-0-B-(6"-galoil- (2"-O-galoil)- PICHON-PRUM et
galactosil)-quercetina  D-galactosila H H H H OH H H al., 1989
3-0 bi i-5 TORRES-
“D--arabinosil-o= ) arapinosila galoil H H H OH H H MENDOZA et al.,
galoil-quercetina
2006
miricitrina L-ramnosila H H H H OH H OH YOSHI?’SX\QA etal,
3-0 bi i SCHMEDA-
~O-o-arabinosil- L-arabinosila H H H H OH H OH  HIRSCHMANN et
miricetina
al., 1996
3-O-p-galactosil-  f oo acosila H H H H OH H OH ITOetal,2004
miricetina
3-O-p-glicosil- D-glicosila H H H H OH H OH PARKetal, 2004
miricetina
3-O-B-xilosil-miricetina ~ D-xilosila H H H H OH H OH RUB';’S&H al,
desmantina-1 (2"-O-galoil)- | H H H OH H oOH YOSHIKAWAetal,
L-ramnosila 1998
3-0-B-(6"-galoil- (2"-O-galoil)- PICHON; JOSEPH:;
galactosil)-miricetina D-galactosila H H H H OH H OH RAYNAUD, 1993
3—0—(4‘_‘—ac_e_ti|)-q- (4"-acetll_)-L- H H H H OH H OH TIMBOLA et al.,
ramnosil-miricetina ramnosila 2002
" : " - TORRES-
3-0-a-3"acetil- (8"-aceti)-L- H H H OH H OH MENDOZAetal,
arabinosil-miricetina arabinosila
2006
oo (3",5”- TORRES-
3;069;]'3 :|5m'.‘:.'a°t‘?;'" diacetil)-L- H H H H OH H OH MENDOZAetal,
arapinosii-miricetina arabinosila 2006
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Tabela 1 - Flavonais identificados em Myrtaceae (concluséo).

R

Nome R3 Rs Re R~ Rs Ra R4 Rs Referéncia
Monoglicosideos
3-O-B-glicosil- D-glicosila H H H H CHs H H SONetal, 2006
isoramnetina
mearnsitrina L-ramnosila H H H H OH CH; OH YOSHIKAWA et
al., 1998
5-0-B-glicosil-

. . D- HUSSEIN et al.,
3,8-dimetoxi- CHs glicosila H H OCH; OH H H 5003
gossipetina-

Diglicosideos
. D-glicosil-L- PARK et al.,
rutina ramnosila H H H H OH H H 2004
dlrramnc_)sn- L-ramnosila H H L- _ H OH H H RUBILAR et al.,
quercetina ramnosila 2006
3-O-rutinosil- D-glicosil-L- VAISHNAV;
miricetina ramnosila H H H H OH H OH SAHU, 2006
3-O-rutinosil- D-glicosil-L- VAISHNAYV;
isoramnetina ramnosila H H H H CHs H H SAHU, 2006
3-O-robinosil- D-galactosil- VAISHNAYV;
miricetina L-ramnosila H H H H OH H OH SAHU, 2006
dirramnosil- L-ramnosila H H L H OH H OH RUBILAR et al.,
miricetina ramnosila 2006
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Tabela 2 - Flavonas identificadas em Myrtaceae.
R

Nome Rs Re R7 Rs R3' Ra Rs Referéncia
Agliconas
luteolina H H H H OH OH H CAMPOS WEBBY; MARKHAM,
2002
tricetina H H H H OH OH oH CAMPOS WEBBY; MARKHAM,
2002
6,8-dimetil-apigenina H CHs H CHs H OH H WOLLENWEBER et al., 2000
tectocrisina H H CHs H H H H AMARAL et al., 2001
6-metil-tectocrisina H CHs CHs H H H H AMARAL et al., 2001
8-metil-tectocrisina H H CH3 CH3 H H H AMARAL et al., 2001
. " HAEBERLEIN; TSCHIERSCH,;
5,7-dimetoxi-flavona CHs; H CH3 H H H H SCHAEFER, 1994
6-metil-5,7-dimetoxi- HAEBERLEIN; TSCHIERSCH;
flavona CHs  H CHs  CHs H H H SCHAEFER, 1994
5-hidréxi-6,8-dimetil-7- HAEBERLEIN; TSCHIERSCH,;
met6xi-flavona H o CHs CHs  CHs  H H H SCHAEFER, 1994
eucaliptina H CHs CHs CHs H OCHgs H WOLLENWEBER et al., 2000
8-desmetil-eucaliptina H CHs CHs H H OCHgs H WOLLENWEBER et al., 2000
8-desmetil-sideroxilina H CH3 CH3 H H OH H SARKER et al., 2001
sideroxilina H CH3; CH3; CH3; H OH H WOLLENWEBER et al., 2000
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Tabela 3 - Flavanonas identificadas em Myrtaceae (continua).

R/ R '
6
R 4
8
R
R 1
R
R
5
Nome Rs Re Rz Rs Rs Ra Re’ Referéncia
Agliconas
5,7-diidroxi-flavanona ~ OH H OH H H H p  HOANG; NGUYEN,
2006
naringenina OH OH H OH LEE et al., 2006
eriodictiol OH OH OH OH LEE et al., 2006
6,8-diidroéxi-5-metil- CHs OH H OH H H H HOANG; NGUYEN,
flavanona 2006
. . CANNON;
criptostrobina OH H OH CHs H H H MARTIN, 1977
. . CANNON;
desmetoxi-mateucinol OH CHs OH CHs H H H MARTIN, 1977
6-metoéxi-flavanona H OCHj3 H H H H H HOANG; NGUYEN,
2006
. . CANNON;
pinostrobina OH H OCHgs H H H H MARTIN, 1977
o . HAEBERLEIN;
5mhé‘3;§:"ﬂgvr;‘§gr'1; OH  CHs OCHs H H H H TSCHIERSCH:
SCHAEFER, 1994
5-hidréxi-6,8-dimetil-7- HOANG; NGUYEN,
metoxi-flavanona OH CH, OCHs Chs H H H 2006
7-hidroxi-6,8-dimetil-5- - o oy OH CHs H H H  YE LU; WEI 2004
metoxi-flavanona
6-met!l-7-m9tOX|- OH CHs OCHs H H OH H WOLLENWEBER
naringenina et al., 2000
8-met|_l-7-m_etOX|- OH H OCH, CHs H OH H WOLLENWEBER
naringenina et al., 2000
6,8-d|m¢tl|-7-metOX|- OH CHs OCHs CHs H OH H WOLLENWEBER
naringenina et al., 2000
5,7-dimetoéxi-flavanona OCHj3 H OCH3s; H H H H HOANGZ;OggUYEN'
. . L, . HAEBERLEIN;
6'metf'|'£gr;g:nr2etox" OCH;  CHs OCHs H H H H TSCHIERSCH:
SCHAEFER, 1994
8-formil-5,7-diidroxi-6- oy OH CHO  H H H  YE LU; WEI 2004
metil-flavanona
8-formil-5-hidroxi-6- OH CHa OCHs CHO H H H  YE: LU WEI, 2004

metil-7-metéxi-flavanona
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Tabela 3 - Flavanonas identificadas em Myrtaceae (concluséo).

R
8
R
>
R
6
R @)
5
Nome Rs Rs R7 Rs R Ra Re Referéncia
Monoglicosideo
mirciatrina | OH CHs O-D-glicosila CHs OH H OH YOSHI?’S‘g\éA etal.,
Diglicosideo
i O-D-glicosil- MARTIN et al.,
hesperetina OH H L-ramnosila H OH OCH; H 1999
Tabela 4 - Diidroflavondis identificados em Myrtaceae.
R3
OH O
Nome Rs Rz Ra Re Rs Referéncia
Aglicona
taxifolina H H OH OH H LEE et al., 2006
Monoglicosideos
3-O-a-ramnosil-diidrocanferol L-ramnosila H H OH H LEE et al., 2006
3-O-ocramnosil-5,7,2\5' tetraidroxi- | o nogila OH H H OH  MENDEZetal., 1994

flavananol
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Tabela 5 - Chalconas identificadas em Myrtaceae

Nome Rs R4 R2: R R4 Rs Re’ Referéncia
Agliconas
calitropsina OH OH H H CHs H H BEUTLER et al., 1993

2" 4'-diidréxi-3-metil-6'- MUSTAFA; PERRY;

metxi-chalcona H H H  CHs H H  OCHs WEAVERS, 2005
2" 6'-diidroxi-3-metil- MUSTAFA: PERRY:
4'metdxi-chalcona H H H CH, CH, H OH WEAVERS, 2005
2, A-diidroxi-3,5-dimetil- H H  CHs H CHs OCHs  YE:LU:WEI 2004
6'-metoéxi-chalcona
2-hidréxi-3-metil-4'6- H H  CHs CHs H  OCHs AMOR et al., 2005
dimetoéxi-chalcona
3*-formil-4',6"-diidr6xi-5"- H CHs CHO H CHs OH YE: LIU; WEI, 2007
metil-2'-metoxi-chalcona
Diglicosideo
metil-chalcona- D-glicosil-L-

OH OCHs; CHa H H OH MARTIN et al., 1999

hesperidina ramnosila

Tabela 6 - Diidrochalconas identificadas em Myrtaceae.

Nome Rs Ra4 R Rz Re Re Referéncia

diidrocalitropsina OH OH H H H H BEUTLER et al., 1993
B-hidréxi-chalcona H H OH CHs CHs OCHjs MAYER, 1993
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Tabela 7 - Antocianinas identificadas em Myrtaceae.

R

Nome Rs Rs R3 Rs Referéncia

Monoglicosideos

3-glicosil-pelargonidina D-glicosila H H H LOWRY, 1976
3- glicosil -cianidina D-glicosila H OH H LOWRY, 1976

3- glicosil -delfinidina D-glicosila H OH OH LOWRY, 1976

3- glicosil -peonidina D-glicosila H OCHs; H LOWRY, 1976

3- glicosil -malvidina D-glicosila H OCHs; OCHgs LOWRY, 1976

Diglicosideos

3,5-diglicosil-pelargonidina D-glicosila D-glicosila H H LOWRY, 1976
3,5-diglicosil-cianidina D-glicosila D-glicosila OH H LOWRY, 1976
3,5-diglicosil-peonidina D-glicosila D-glicosila OCHs; H LOWRY, 1976
3,5-diglicosil-malvidina D-glicosila D-glicosila OCHs; OCHgs LOWRY, 1976

Tabela 8 - Catequinas identificadas em Myrtaceae.

R5
OH
HO
OH
Nome R3g Rag Rs Referéncia
epicatequina OH H H RUBILAR et al., 2006
galocatequina H OH OH BELLOSTA et al., 2003

3-O-galato-epigalocatequina O-galoila H OH HUSSEIN et al., 2003
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Tabela 9 - Isoflavonas identificadas em Myrtaceae.

R,O O
R
6
OR,
Nome Rs Rs R7 R4 Referéncia
Agliconas
daidzeina H H H LAPCIK et al., 2005
genisteina OH H H LAPCIK et al., 2005
formononetina H CHs LAPCIK et al., 2005
isoformononetina H CHs H LAPCIK et al., 2005
biochanina A OH H H CHs LAPCIK et al., 2005
prunetina OH H CHs H LAPCIK et al., 2005
Monoglicosideos
daidzina H H D-glicosila H LAPCIK et al., 2005
genistina OH H D-glicosila H LAPCIK et al., 2005
ononina H H D-glicosila CHs LAPCIK et al., 2005
sissotrina OH H D-glicosila CHs LAPCIK et al., 2005
glicitina OCHs; D-glicosila H LAPCIK et al., 2005
6”-O-malonato-daidzina H (2”-O-maloil)-D-glicosila H LAPCIK et al., 2005
6”-O-malonato-genistina OH H (2-O-maloil)-D-glicosila H LAPCIK et al., 2005
6”-O-malonato-glicitina OCHs; (2”-O-maloil)-D-glicosila H LAPCIK et al., 2005
6”-O-acetato-daidzina H (2”-O-acetil)-D-glicosila H LAPCIK et al., 2005
6”-O-acetato-genistina OH H (2”-O-acetil)-D-glicosila H LAPCIK et al., 2005
6”-O-acetato-ononina H H (2”-O-acetil)-D-glicosila CHs LAPCIK et al., 2005
6”-O-acetato-glicitina H OCHs; (2”-O-acetil)-D-glicosila H LAPCIK et al., 2005

O —~L-ramnose

OH O
Figura 4. Cunzeagina A: Biflavondide identificado em Myrtaceae (ITO et al., 2004).
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Tabela 10 - Triterpenos com esqueleto lupano e norlupano identificados em
Myrtaceae.

Nome R2 Rs R27 R2s R R’ Referéncia
Triterpenos
FERNANDEZ
lupeol H H CHs CHs  CH,  CHs etal., 2001
4cido betulinico H H  CH;  COOH CH, cH;  SETeERetal,
4cido 60-hidréxi-betulinico H OH CH, COOH cH, cH, UNARDIetal,
4cido platanico H  H CH; COOH O cH, UNARDIetal,
2001
4cido melaléucico H H COOH COOH CH,  CHs V'E'zR(ﬁ)Zt al.,
. VIEIRA et al.,
betulina H H CH3 CH,OH CH, CH3 2004
. AGUIRRE et
acido afitélico OH H CHs COOH CH; CHs al., 2006

Monoglicosideo

. . " COO-D- JUNGES et al.,,
29-hidroxiplatan-28-ato de B-D-glicosila H H CHs glicosila O CH,OH 1999
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Tabela 11 - Triterpenos com esqueleto oleanano identificados em Myrtaceae.
Nome R2q Rz R3 Re Ro3 Ros Rao Referéncia
Triterpenos
B-amirina H H OH H CHs CHs CHs CALD ot al,
acetato da p-amirina H H OOCCH; H CHs CHs CHs s al.,
acido oleandlico H OH CHs COOH CHs SON et al., 2006
acido maslinico OH OH CHjs COOH CHjs SON et al., 2006
acido arjundlico OH H OH H CH,0OH COOH CHjs VIEIE&? al,
acido termindlico OH H OH OH CHOH  COOH CHs DJOUKENG et
al., 2005
acetato do acido SETZER et al.,
oleandlico H H OOCCHs; H CH3 COOH CH3 2000
aCIdO-ZOL-,h.IdrOXI- OH H OH H CHs COOH CHs DJOUKENG et
oleandlico al., 2005
oleanolato de metila H H OH H CH;  COOCH;  CHs WU NG
20,3p,23,30-tetraidroxi- MENDEZ et al.,
olean-12-eno OH H OH H CH,OH CHjs CH,OH 1997
Monoglicosideos
20.,3pB,6pB-triidroxi-olean-
COO-D- GALLO et al.,
12-eno-2§ ato de B-D- OH H OH OH CHs glicosila CHs 2006
glicosila
20,3p,23a-triidroxi-olean-
e COO-D- DJOUKENG et
12—eno—28 atp de B-D- OH H OH H CH,OH glicosila CHs al., 2005
glicosila
. COO-D- GALLO et al.,
quebulosideo Il OH H OH OH CH,OH glicosila CHs 2006
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Tabela 12 - Triterpenos com esqueleto ursano identificados em Myrtaceae.

Nome R2 Rs Re R23 R23 Referéncia

Triterpenos

a-amirina H OH H CH3 CHs GALLO et al., 2006
L - COURTNEY; LASSAK;
acido ursdlico H OH H CHs3 COOH SPEIRS, 1983
acetato do acido ursoélico H OOCCH;3 H CHs3 COOH VIEIRA et al., 2004
cumarato do &cido ursolico H O-p-cumaroil H CHs COOH SETZER et al., 2006
acido madecassico OH OH OH CH,OH COOH GALLO et al., 2006
acido asiatico OH OH H CH,OH COOH AGUIRRE et al., 2006
acido corosolico OH OH H CHs3 COOH AGUIRRE et al., 2006
. CH,O0CCH, BEGUM; SIDDIQUI;
obtusina H OH ' (@-hidroxifeniy 9O HASSAN, 2002

Monoglicosideo

20,3p,23a-triidroxiurs-12-
e COO-D- DJOUKENG et al.,
eno-28 ato de B-D- OH OH H CH:OH glicosila 2005

glucopiranosila

Tabela 13 - Triterpenos com esqueleto ursadieno identificados em Myrtaceae.

Nome R3 Referéncia

acido goreichico | H BEGUM; SIDDIQUI; HASSAN, 2002
Acido guajavanéico p-E-cumaraoil BEGUM; SIDDIQUI; HASSAN, 2002
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Figura 5. Friedelina - triterpeno com esqueleto de friedelano identificado em
Myrtaceae (COURTNEY; LASSAK; SPEIRS, 1983).

Figura 6. Acido 3p-hidréxi-19a-metil-urs-20-eno-28-6ico — triterpeno com esqueleto
de urs-20-eno identificado em Myrtaceae (LOBO-ECHEVERRI et al., 2005).

2.2. Ulceras Pépticas

Estima-se que as Ulceras pépticas afetem 5% da populacdo global
(AJAIKUMAR et al., 2005). No Brasil os dados ndo séo precisos, mas nos Estados
Unidos estatisticas apontam que em 2003, 14,5 milhdes de pessoas foram afetadas
por esta patologia e que o indice de mortalidade em 2002 foi superior a 4 mil mortes,

com mais de 400 mil internagcdes no mesmo ano (UNITED STATES, 2008).
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As Ulceras tornaram-se uma patologia dos tempos modernos,
relacionadas a uma dieta inapropriada e estilo de vida estressante (ANDREO et al.,
2006). Além disso, o crescente consumo de alcool e antiinflamatérios nédo esteroidais
(AINEs) observado nos dias de hoje aumentou o risco de incidéncia da doenca
(OLALEYE; FAROMBI, 2006).

A etiologia das ulceras nao foi completamente estabelecida e parece estar
relacionada a um desequilibrio entre os mecanismos agressores (acido e pepsina) e
protetores da mucosa gastrintestinal (bicarbonato, mucina, prostaglandinas, 6xido
nitrico e outros peptideos e fatores de crescimento) (GOODMAN et al., 2007;
ARRIETA et al., 2003).

Entre os mecanismos agressores, a secrecao de acido cloridrico pelas
células parietais € particularmente importante na etiologia das Ulceras pépticas e,
portanto, mecanismos reguladores séo alvos especificos para a acao de farmacos
(RANG et al., 2008).

A secrecao de &cido cloridrico ocorre quando, no interior da célula
parietal, o acido carbénico, formado a partir da agua e do diéxido de carbono por
intermédio da anidrase carbbnica, dissocia-se em ions hidrogénio e bicarbonato. O
bicarbonato é entédo trocado pelo ion cloro presente no plasma, que por sua vez €
ativamente transportado para os canaliculos existentes nas células parietais que se
comunicam com a luz das glandulas géastricas e, portanto, com a luz do estbmago. A
secrecédo do ion cloro € acompanhada de ion potassio, o qual em seguida € trocado
por ion hidrogénio por intermédio de uma K*/H* -ATPase (figura 8) (RANG et al.,

2008).
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Cl
o A Cl=-=-- - > Ch-------- + cCl
carreador
carreador simporte
antiporte
em T T T T T~ = e B T R |
> s K* K+
HCO3 HCO3 k _ )
T K*/H*
ATPase
H2CO3
anidrase \ Hv ™~ B
carbonica
CO2 H20
PLASMA LUz

CELULA PARIETAL

Figura 7. Esquema da secrecao de acido cloridrico pela célula parietal gastrica
(adaptado de Rang et al., 2008).

A gastrina, a acetilcolina e a histamina sdo citadas como o0s principais
mediadores quimicos que regulam a secrecédo acida (RANG et al., 2008).

A gastrina € 0 mais potente indutor da secrecdo de acido e age sobre 0s
receptores CCK2 de forma indireta, induzindo a liberacdo de histamina, e de forma
direta sobre as células parietais, estimulando a K*/H* -ATPase (GOODMAN et al.,
2007).

A acetilcolina estimula diretamente a secrecdo de acido gastrico agindo
nos receptores muscarinicos Ms presentes na membrana das ceélulas parietais.
Indiretamente atua promovendo liberacéo de histamina e gastrina (GOODMAN et al.,
2007).

A histamina, por sua vez, ativa os receptores Hz nas células parietais,
estimulando a secrecédo acida (RANG et al., 2008).

Um importante fator envolvido na agressdo da mucosa consiste na

infeccdo por Helicobacter pylori, bactéria gram negativa associada a formacao de
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Ulceras pépticas e diversas outras patologias, tais como gastrite e cancer gastrico
(USTUN et al., 2006).

H. pylori diminui a produgcdo de somatostatina, substancia que inibe a
secrecdo de &acido gastrico por meio de supressdo da liberacdo da gastrina
(GOODMAN et al., 2007). Aléem disso, esta bactéria diminui também os fatores
protetores da mucosa, reduzindo a producdo duodenal de bicarbonato (GOODMAN
et al., 2007).

O muco, os ions bicarbonato e as prostaglandinas configuram como o0s
principais agentes de protecdo da mucosa gastrica, que apresenta ainda outros
componentes de defesa, tais como o 6xido nitrico e a capsaicina.

O muco, secretado por células epiteliais superficiais, forma com o
bicarbonato, um gel que protege a superficie da mucosa estomacal da acdo do suco
gastrico, criando um gradiente de pH 6-7 na superficie mucosa enquanto que na luz
estomacal o pH € de 1 a 2 (GOODMAN et al., 2007).

As prostaglandinas enddégenas atuam na protecdo do estdbmago contra
varios agentes agressores, mantendo a integridade da mucosa e acelerando a cura
de lesdes causadas por estresse (RODRIGUEZ; ASTUDILLO; SCHMEDA-
HIRSCHMANN, 2003).

As prostaglandinas E2 e |2 sdo inibidoras da secregéo de acido, aléem de
estimularem a liberacdo de muco e bicarbonato e promoverem a dilatacdo dos vasos
sanguineos da mucosa (GOODMAN et al., 2007; RANG et al., 2008).

O alcool e AINEs inibem a formacéo das prostaglandinas, diminuindo a
secrecdo de muco e bicarbonato e predispondo ao desenvolvimento de doenca

acido-péptica (GOODMAN et al., 2007).
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O oxido nitrico promove regulacdo do fluxo sanguineo local e das
secrecOes de acido, de muco e de bicarbonato (NAVARRETE et al., 2005). Inibe a
adeséao de leucocitos na microcirculacdo gastrintestinal e consequientemente acelera
a cicatrizacao de Ulceras gastricas (OLALEYE; FAROMBI, 2006).

Além disso, existem evidéncias de que o Oxido nitrico atua como
antioxidante na disfuncdo da mucosa induzida por etanol ou indometacina e
ocasionada por reperfusdo isquémica ou outras condi¢des inflamatérias do trato
gastrintestinal (DENIZBASI et al., 2000).

Observou-se que 0s neurdnios aferentes primarios sensiveis a capsaicina
exercem um papel crucial na integridade do estdmago (OLIVEIRA et al., 2004b). A
capsaicina, ao se ligar as terminacdes nervosas na mucosa gastrica promove
aumento no fluxo sanguineo, além de um aumento da secrecdo de muco e
bicarbonato (OLIVEIRA et al., 2004b).

O tratamento das Ulceras pépticas € atualmente promovido com a
utilizacdo de inibidores da bomba de prétons (mais comumente empregados) e de
antagonistas dos receptores de histamina Hz, além da erradicacdo do H. pylori com

a utilizagéo de agentes antimicrobianos (RANG et al., 2008).

2.3. Cancer

Em 2005, o cancer causou a morte de 7,6 milhdes de pessoas, 13% de
um total de 58 milhdes de mortes ocorridas no mundo (BRASIL, 2008). Estima-se

ainda que em 2020, 60% dos 15 milhdes de novos casos anuais de cancer
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acometerdo pessoas que vivem em paises em desenvolvimento (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006).

No Brasil, estima-se que ocorrerdo mais de 466 mil novos casos de cancer
em 2008 (estatistica valida também para 2009), com maior incidéncia de cancer de
pele do tipo ndo melanoma (115 mil novos casos), tumores de préstata e de mama

feminina (Figura 8) (BRASIL, 2008).

Tipos de Cancer Mais Incidentes no Brasil em 2008

60000 -

50000 4 —— —

40000 O masculino
O feminino

30000 -

20000 -

LRI NETN

& Localizag&o Primaria do Cancer

NUmero de Novos Casos

Figura 8. Estimativa dos tipos de cancer mais incidentes na populacao
brasileira para o ano de 2008, com excec¢ao de cancer de pele ndo melanoma
(adaptado de Brasil, 2008).

A etiologia do cancer é extremamente complexa e consiste em uma inter-
relacdo de inimeros fatores de risco, tanto genéticos como ambientais (SERAFINI et
al., 2006).

O cancer caracteriza-se pela multiplicacdo descontrolada de formas
anormais das proprias células corporais (VILE, 1992). As células cancerosas
apresentam propriedades de proliferacdo descontrolada, desdiferenciacdo e perda
de funcéo, além de poder de invasao e de disseminagdo em outras partes do corpo

(metéastases) (RANG et al., 2008).
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As caracteristicas celulares anormais sdo um reflexo de alteracbes dos
padrées de expressdo génica nas células cancerosas em funcdo de mutacdes
genéticas associadas a danos no DNA, estresse oxidativo ou inflamacgdes crbnicas
(DE FLORA; FERGUSON, 2005).

As mutacdes genéticas podem ocasionar o desenvolvimento de cancer por
meio da transformacédo de proto-oncogenes em oncogenes ou inativacdo dos genes
supressores tumorais (anti-oncogenes) (CARMELIET; JAIN, 2000).

Os proto-oncogenes, em condicbes normais, controlam a divisdo, a
apoptose e diferenciacao celular. Por acdo de alguns tipos de virus ou substancias
carcinogénicas, sdo convertidos em oncogenes, conferindo a propriedade de
proliferacdo descontrolada nas células cancerosas (RANG et al., 2008).

Com a multiplicacdo celular anormal, ha necessidade de formacédo de
NOvVOsS vasos sanguineos para a nutricdo das células neoplasicas em um processo
denominado angiogénese (ALMEIDA, V. et al., 2005).

As células do cancer sdo geralmente menos especializadas nas suas
funcdes do que suas correspondentes normais e podem acarretar, portanto, perda
das fungBes nos tecidos invadidos, ocasionando faléncia do 6rgéo atingido e, em
altimo caso, morte do individuo (ALMEIDA, V. et al., 2005).

Os genes supressores tumorais ou anti-oncogenes presentes nas células
normais sao capazes de suprimir alteracoes malignas e, sendo assim, mutagdes que
causem perda da funcdo destes podem ser determinantes na carcinogénese (VILE,
1992).

A carcinogénese em geral ocorre lentamente, sendo dividida em trés
estagios de desenvolvimento: iniciacdo, promocao e progressao (ALMEIDA, V. et al.,

2005).
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O estagio de iniciagcdo consiste na fase inicial onde as células estédo
geneticamente alteradas pela acdo de um agente onco-iniciador, mas ainda nao é
possivel detectar um tumor clinicamente (ALMEIDA, V. et al., 2005).

No estagio de promocdo 0s agentes cancerigenos denominados de
oncopromotores agem sobre as células geneticamente alteradas, transformando-as
em malignas por meio de um processo lento e gradual (ALMEIDA, V. et al., 2005).

Finalmente, a progressdo do cancer caracteriza-se por um estagio de
multiplicacdo descontrolada irreversivel, onde o cancer instalado evolui até o
desenvolvimento das primeiras manifestacdes clinicas da doenca (ALMEIDA, V. et
al., 2005).

Existem inimeros tipos de cancer que podem ser classificados de acordo
com o tipo de célula normal que deu origem a neoplasia (classificacdo primaria)
(ALMEIDA, V. et al., 2005).

Desta forma, os tipos de cancer podem ser classificados como carcinomas
(sdo os mais comuns e originam-se de células que revestem o0 corpo); sarcomas
(malignidade dos tecidos de suporte); linfomas (originam-se de linfécitos); leucemia
(malignidade de células da medula 6ssea que produzem glébulos brancos);
mielomas (malignidade de células plasmaticas da medula 6ssea que produzem os
anticorpos); tumores de células germinativas (desenvolvem-se a partir de células de
testiculos ou ovarios); melanomas (malignidade dos melandcitos); gliomas (originam-
se a partir de células do tecido de suporte cerebral ou da medula espinhal) e
neuroblastomas (tumor geralmente pediatrico derivado de células malignas
embrionarias) (ALMEIDA, V. et al., 2005).

Atualmente o tratamento do cancer € principalmente realizado por meio de

excisdo ciruargica, radioterapia e quimioterapia (RANG et al, 2008). Mais
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recentemente tem sido empregada a terapia de fotorradiacdo com derivados
hematoporfirinicos e a imunoterapia, além de terapia combinada, associando-se
mais de um tipo de tratamento (ALMEIDA, V. et al., 2005).

Caso ndo haja metastase, a excisdo cirargica associada, por exemplo, a
radioterapia tém alcancado sucesso em ao menos um terco dos pacientes
(ALMEIDA, V. et al.,, 2005) e a fotorradiacdo tem sido eficaz no tratamento de
tumores superficiais, assim como a imunoterapia tem sido empregada como técnica
antineoplasica adjuvante, usada especialmente na destruicdo de células cancerosas
residuais apdés intervencao cirdrgica ou outro tratamento (ALMEIDA, V. et al., 2005).

Entretanto, quando a neoplasia é caracterizada pela presenca de
metastases, €& necessaria uma abordagem sistémica com a utilizacdo de
guimioterapicos (ALMEIDA, V. et al., 2005).

A maioria dos agentes antineoplasicos citotoxicos utilizados no tratamento
do cancer afetam o processo de divisdo celular (antiproliferativos), afetando
consequentemente todos os tecidos normais do corpo que se dividem rapidamente
(RANG et al, 2008).

Desta forma, agentes antiproliferativos causam efeitos toxicos gerais
graves, tais como mielossupressdo com consequente diminuicdo da resisténcia a
infeccbes, deficiéncia na cicatrizacdo, alopécia, lesdo do epitélio gastrintestinal,
depressao do crescimento em criancas, esterilidade e teratogenicidade. Além disso,
praticamente todos 0s agentes citotOxicos causam nauseas e vOmitos intensos,
dificultando a adesdo do paciente ao tratamento e podem ainda tornarem-se
carcinogénicos e causarem lesao renal (RANG et al, 2008).

Neste contexto, faz-se necessaria a busca por novos farmacos no

tratamento de neoplasias malignas, mais especificos e menos toxicos, além da
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necessidade de ampliacdo do conhecimento das bases moleculares do cancer, que
possam fornecer subsidios para novas terapias génicas (MENDELSOHN et al.,

2001).



Justificativa e Objetivos

Acima da verdade estao os deuses. A nossa ciéncia é uma falhada copia da certeza

com que eles sabem que ha o universo.

Ricardo Reis
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3.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Embora P. edulis seja nativa, ameacada de extingdo, usada na medicina

tradicional e tenha apresentado resultados interessantes em ensaios preliminares,

estudos que correlacionem a composicdo quimica da espécie e as atividades

observadas néo foram reportados na literatura até o presente momento.

Desta forma, este trabalho tem como objetivo o estudo fitoquimico e

biolégico de P. edulis, sob propdésitos especificos:

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

Isolar e identificar substancias possivelmente responsaveis pelas atividades
farmacoldgicas;

Quantificar fendis totais, flavondides e taninos nas frac6es polares do extrato
etanol/agua (70%) liofilizado (EEAL);

Avaliar a capacidade antioxidante do EEAL fracionado;

Avaliar a atividade antitlcera aguda do EEAL fracionado e de substancias
isoladas a partir do mesmo;

Avaliar a citotoxicidade e a mutagenicidade do EEAL fracionado.






Materiais e Métodos

Aventurar-se causa ansiedade, mas deixar de arriscar-se é perder a si mesmo... e
aventurar-se no sentido mais elevado € precisamente tomar consciéncia de si

proprio.

Soren A Kierkgaard
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais e Equipamentos Empregados
4.1.1. Instrumentos

Para trituracdo da droga vegetal empregou-se moinho de facas e martelos
da marca Thomas. Para liofilizacdo dos extratos e fracdes foi utilizado liofilizador da
marca Edwards e para concentrar extratos e fracdes empregou-se rotavapor da
Bichi a 40-45 °C operando sob presséao reduzida.

A tamisacéo foi realizada empregando-se tamis n° 40, abertura de 0,417
mm, marca Tyler.

Nos processos cromatogréficos utilizou-se bomba peristaltica Pharmacia,
modelo P1-18-1110-91 e coletor automatico Redifrac (Pharmacia).

Para centrifugacdo das amostras foi utilizada centrifuga de bancada com
capacidade de seis tubos da Bio Agency modelo DW-41.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos em
equipamento Bruker modelo DPX-300 (operando em 300 MHz para RMN de 'H e 75
MHz para RMN de 13C).

Os espectros de massa foram obtidos utilizando-se cromatografo a gas

equipado com coluna capilar de silica fundida DB-5 de 30 m de comprimento e 0,25
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mm de diametro acoplado a um analisador de massas CG-MS-Shimadzu 14B/QP-
5050A com analisador tipo quadrupolo operando por impacto eletrénico (IE) a 70 eV.

As medidas de absorbancia foram realizadas em espectrofotdmetro da
Shimadzu, modelo UV-mini-1240 utilizando-se cubetas de vidro. Para os ensaios em
cultura de células, utilizou-se placa de 96 pocos com volume de 200 uL (Corning) e
leitor de microplacas ELx 800 Reader (MTX Lab Systems) (células tumorais) ou
MR4000 (Dynatech) (CHO).

As medidas de pH foram realizadas por meio de pH-metro modelo 654
acoplado a eletrodo de vidro combinado modelo EA-120 da Metrohm.

Os procedimentos sob condicGes estéreis foram realizados em fluxo
laminar Veco, classe IIB2.

As andlises de fluorescéncia foram realizadas em placas de 96 pocos com
volume de 200 pL (Fisher Scientific) e leitor de placas Multi-Detection Microplate
Reader Synergy (Biotek) com excitacdo em 493 nm (filtro 485/20) e emissao em 515

nm (filtro 528/20).

4.1.2. Solventes, Acidos e Bases

Os solventes empregados na extragcdo, particio e processos
cromatograficos em coluna foram devidamente tratados e destilados segundo
procedimentos usuais (VOGEL, 1988). Para as analises por cromatografias em
camada delgada (CCD), liquida de alta eficiéncia (CLAE) e gasosa (CG) foram

utilizados solventes grau P.A. das marcas Merck, Carlo Elba e Synth ou gas de
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pureza 5. Nas analises por CLAE e preparo de tampdes foi utilizada agua Milli-Q.
Para as analises de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram utilizados
solventes deuterados das marcas Aldrich e Cil.

Nas determinagBes colorimétricas e demais ensaios in vivo e in vitro
foram utilizados alcoois, acidos, trietanolamina, anisaldeido e anidrido acético grau
P.A. da Merck.

No ajuste de pH foram utilizadas soluc@es de hidréxido de sodio ou acido
cloridrico grau P.A. da Merck.

Nos ensaios in vivo foi utilizada agua filtrada e Tween 80 (Labsynth) para

preparo das amostras.

4.1.3. Sais, Reagentes e Padrdes

Foram utilizados sais grau P.A. da Merck para o preparo de todos o0s
tampbes e nos ensaios colorimétricos. Os reagentes e padrbes
difenilboriloxietilamina (NP), polietilenoglicol (PEG), metenamina, acido gélico, acido
tanico, albumina do soro bovino (BSA), dodecil sulfato de sodio (SDS), radical 2,2-
difenil-1-picril hidrazila (DPPH), fluoresceina sédica, 2,2’-azobis-(2-amidinopropano)-
dicloridrato (AAPH), acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) e
acido ursdlico apresentavam grau analitico da Sigma-Aldrich. Foram empregados

rutina da Sankyo e lansoprazol da Hexal.
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41.4. Cultura Celular e Bacteriana

As células de ovario de hamster chinés (CHO) foram adquiridas da
American Type Culture Collection (ATCC CHO K1). As linhagens celulares tumorais
sdo originarias de neoplasias humanas e foram cedidas pelo National Cancer
Institute (NCI) norte-americano.

Foram utilizadas as linhagens TA97a, TA98, TA100 e TA1l02 de
Salmonella typhimurium gentilmente cedidas pelo Dr. Bruce Ames da Universidade
de Berkeley.

A fracdo pos-mitocondrial, suplementada com um cofator, preparada a
partir de figado de roedores tratados com agentes indutores de enzimas aroclor
1254 (S9) foi obtida da Moltox.

Na solubilizacdo das amostras foi utilizado dimetilsulféxido (DMSO) da
Sigma. Foram utilizados meio de cultura RPMI 1640, soro fetal bovino (SFB),
solucéo salina tamponada (PBS), tampé&o de Hank’s e tripsina, todos da Gibco ou
Dubelco.

A gentamicina, sulforrodamina B (SRB) e Trizma base utilizadas
apresentavam grau analitico Sigma. O corante supravital tetrazolio (MTS) e o
metassulfato de fenazida (PMS) utilizados sdo da Promega e a doxorrubicina da
Boehringer-Ingelheim. Foi utilizado acido tricloroacético (TCA) da Merck.

Foram utilizados B-nicotinamida adenina dinucleotideo-fosfato (NADP), D-
glicose-6-fosfato, L-histidina monoidratada e D-biotina da Sigma. Empregou-se caldo

nutriente Oxoid n. 2 e Bacto Agar Difco.
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A 4-nitrodifenilenodiamina (NPD), azida soOdica, daunomicina e 2-

antramina foram obtidas da Sigma.

4.1.5. Colunas e Placas Cromatograficas

Nos processos cromatograficos em coluna, foram empregados gel de
silica 60G, particulas de 63-210 um (Merck), e Sephadex LH-20, particulas de 25-
100 um (Pharmacia).
As analises cromatograficas em camada delgada foram realizadas em
placas de gel de silica F2s4 sobre suporte de aluminio (Merck e Sorbent).
As placas preparativas foram confeccionadas utilizando-se gel de silica
PF2s4, tamanho de particula 5-40 um (Merck), em suspensdo em agua destilada,
aplicado sobre placas de vidro formando camadas de 1 mm de espessura.
Para revelacdo das placas cromatograficas empregou-se visualizacdo no
ultravioleta (254 e 360 nm) com ou sem aspersao dos seguintes reveladores:
- solucao de &cido sulftrico 25% (25 mL de acido em 100 mL de solucéo
aquosa) e aquecimento a 100 °C;
- solucdo de anisaldeido sulfurico (0,85 mL de anisaldeido, 85 mL de
metanol, 10 mL de acido acético e 5 mL de &cido sulfurico) e agquecimento a 100
°C.;
- reagente de Liebberman-Burchard (5 mL de anidrido acético, 5 mL de

acido sulfurico e 50 mL de etanol) e aguecimento a 100 °C;
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- solucdo de NP/PEG (100 mg de NP e 500 mg de PEG em 20 mL de

metanol) (WAGNER, 1996; STAHL, 1969).

4.10. 4.2, Animais

Nos ensaios in vivo foram utilizadas ratas Wistar Hannover pesando entre
150 e 180g provenientes do Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

Universidade de Sao Paulo.

4.3. Coleta e Identificacdo da Espécie Vegetal

O material vegetal foi coletado em Trindade, 2° Subdistrito de Paraty, Rio
de Janeiro, Brasil. Os ramos, floridos e/ou frutificados, foram preparados visando a
obtencdo de exsicatas. A espécie foi identificada pela Dra. Lucia Rossi e a exsicata
foi depositada no herbario do Instituto de Botanica de S&o Paulo, tendo sido

registrada como SP-356.472.
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4.4, Material Botanico

As folhas de P. edulis empregadas no preparo do extrato etanol/agua
(70%) liofilizado (EEAL) foram coletadas no periodo da tarde, no més de janeiro e
submetidas a secagem em estufa com circulacéo forcada de ar a 40-45 °C. A sequir,
foram reduzidas a p6 semifino (FARMACOPEIA, 1959) em moinho de facas e

martelos.

4.5. Extrato Etanol/Agua (70%) Liofilizado (EEAL)

A droga vegetal pulverizada e tamisada foi submetida a percolacéo
segundo método descrito na Farmacopéia Brasileira (1959).

Em um percolador, 2.870 g do p6é da droga foram mantidos em
maceragcao com etanol 70% por 24 horas. Foi realizada a percolagcdo com fluxo de 3
mL/min usando o mesmo solvente como extrator (30 L.). A solucéo hidroetandlica foi
concentrada em evaporador rotativo para a eliminagdo do etanol e em seguida foi
liofilizada.

O extrato foi homogeneizado por meio de tamis e armazenado em

dessecador (975,0 g).
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4.6. Particdo do EEAL

Cem gramas do EEAL foram solubilizados em 1000 mL de metanol/agua
(1: 1) e a solucéo foi submetida a extracdo em funil de separacdo com 330 mL de
hexano. A particdo foi repetida por 3 vezes com por¢cdes de 330 mL de solvente. A
solucdo hidrometandlica foi rotavaporada para retirada do hexano residual e
submetida ao mesmo processo de particdo usando-se como extratores o
diclorometano e o acetato de etila.

As solucbes obtidas foram concentradas em rotavapor, assim como a
solucdo metanol/agua. A agua restante desta solucéo foi liofilizada.

Foram obtidas as fracdes de hexano (FH) (4,60 g), de diclorometano (FD)

(2,99 ), de acetato de etila (FA) (15,86 g) e de metanol (FM) (72,96 g).

4.7. Andlise Fitoguimica da Fracdo de Hexano (FH)

4.7.1. Cromatografia em Coluna de FH

Trés gramas de FH foram submetidos a cromatografia em coluna de gel
de silica 60 G. A cromatografia foi realizada em funil de Buichner (diametro interno de

15 cm e altura de 10 cm) sob vacuo. Utilizaram-se como eluentes misturas de
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solventes de polaridades crescentes: hexano, hexano/acetato de etila (9:1; 8:2; 7:3)
e acetato de etila.

Foram obtidas as fracbes FH1 (66,6 mg), FH2 (1438,3 mg), FH3 (341,0
mg), FH4 (310,3 mg) e FH5 (571,1 mg).

As fracbes foram analisadas por cromatografia em camada delgada
(CCD) em placas de silica utilizando-se diferentes fases moveis (hexano/acetato de
etila 99:1, 9:1, 8:2 e 7:3; cloroférmio/metanol 99:1, 9:1, 8:2) e reveladas com &acido
sulfurico 25% e aquecimento.

Apds a avaliacdo do perfil cromatografico das cinco fragles,
selecionaram-se as fracbes FH2, FH3 e FH4 para continuidade dos processos

cromatograficos.

4.7.2. Cromatografia em Coluna de FH2, FH3 e FH4

A fracdo FH2 (1438,3 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de gel
de silica 60 G. A coluna apresentava diametro interno de 2,5 cm e altura de 50 cm.
Utilizaram-se como eluentes misturas de solventes de polaridades crescentes:
hexano, hexano/acetato de etila (9:1; 8:2; 7:3) e acetato de etila. Foram obtidas 62
fragbes (FH2-01 a FH2-62).

As fracbes FH3 (341,0 mg) e FH4 (310,3 mg) foram submetidas a
cromatografia em coluna, separadamente, usando o mesmo adsorvente descrito
anteriormente. Cada coluna apresentava diametro interno de 1 cm e altura de 40 cm.

Utilizaram-se como eluentes misturas de solventes de polaridades crescentes: para
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a fracdo FH3: hexano/acetato de etila (9:1; 8:2; 7:3; 6:4) e acetato de etila, obtendo-
se 25 fracbes (FH3-01 a FH3-25); para a fracdo FH4: hexano/acetato de etila (8:2;
7:3; 6:4; 5:5) e acetato de etila, obtendo-se 25 fragdes.

Todas as fracbes obtidas foram analisadas por cromatografia em camada
delgada (CCD) em placas de silica utilizando-se diferentes fases moveis
(hexano/acetato de etila 99:1, 9:1, 8:2 e 7:3; cloroformio/metanol 99:1, 9:1, 8:2). As
placas foram visualizadas no ultravioleta (254 e 360 nm) e reveladas por aspersao
de acido sulfurico 25% ou reagente de Liebermann-Burchard seguido de
aguecimento.

As fracbes FH3-18, FH3-20, FH4-13 e FH4-16 foram submetidas a
purificacbes em placas preparativas de gel de silica 60G usando como fase movel
cloroférmio/metanol (98:2 e 90:10).

Depois de purificadas, foram selecionadas as fracbes FH2-42 (235,0 mg),
FH2-48 (34,9 mg), FH3-18 (16,4 mg), FH3-20 (17,6 mg), FH4-13 (12,7 mg) e FH4-16
(15,8 mq) para a realizacao de andlise por ressonancia magnética nuclear de proton
e de carbono 13. A fragdo FH2-42 foi também submetida a cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas (Figura 9).

4.7.3. Analise Espectrométrica de FH2-42, FH2-48, FH3-18, FH3-20, FH4-13

e FH4-16

As analises das fragbes FH2-42, FH2-48 e FH3-18 foram realizadas

empregando-se cloroférmio deuterado. Para analise da fracdo FH4-13 foi utilizada
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uma mistura de cloroformio deuterado e metanol deuterado e para analises das

fracbes FH3-20 e FH4-16 foi utilizada piridina deuterada como solvente.

4.7.4. Andlise de FH2-42 por Cromatografia Gasosa Acoplada a

Espectrometria de Massas (CG-EM)

As condicbes empregadas na analise foram: injetor automatico: 150 °C,
temperaturas programadas: 60 °C (2 minutos), 60 - 250°C (10 °C/minuto), 250 °C

(10 minutos).

4.8. Andlise Fitoquimica da Fracdo de Acetato de Etila (FA)

4.8.1. Cromatografia em Coluna de FA

Trés gramas de FA foram solubilizados em 3 mL de metanol e a solucao
foi centrifugada. O sobrenadante recolhido foi centrifugado mais duas vezes. A
solucéao livre de precipitado foi entdo submetida a cromatografia em permeacdo em
gel em coluna de vidro (didmetro interno de 2 cm e altura de 80 cm) empacotada

com Sephadex LH-20. O metanol utilizado como solvente foi bombeado na coluna
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por meio de bomba peristaltica a um fluxo de 0,5 mL/min. As fracbes com
aproximadamente 2 mL foram coletadas em coletor automatico.

Foram obtidas 197 fracGes e apds a avaliacdo do perfil cromatografico
selecionaram-se as fracdes FA-57 (33,3 mg), FA-66 (157,1 mg), FA-80 (41,2 mg),
FA-90 (37,4 mg) e FA-147 (47,3 mg) para a realizacdo de analise por RMN de H e

de 13C.

4.8.2. Andlise Espectrométrica de FA-57, FA-66, FA-80, FA-90 e FA-147

Os espectros foram obtidos utilizando-se dimetilsulfoxido deuterado como

solvente.
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Droga vegetal
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Figura 9. Fluxograma do isolamento de substancias a partir da droga vegetal
constituida de folhas secas de Plinia edulis. EEAL: extrato etanol/agua (70%)
liofilizado de P. edulis; FH: fragdo de hexano; FD: fragdo de diclorometano; FA:
fracdo de acetato de etila; FM: fracdo de metanol; CC: cromatografia em coluna.
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4.9. Doseamentos nas Fracdes Polares (FA e FM)

491. Fenodis Totais

O doseamento de fendis totais foi realizado conforme preconizado por
Waterman e Mole (1994), utilizando o reagente Folin-Ciocalteau. Foram utilizadas as
fracOes de acetato de etila (FA) e de metanol (FM). A porcentagem de fendis totais
de cada fracdo foi calculada em relacdo ao acido galico. As analises foram

realizadas em triplicatas e os resultados expressos como média * desvio padrao.

4.9.1.1. Preparo do Reagente de Folin-Ciocalteau

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL contendo 70 mL de agua
destilada, adicionaram-se 10 g de tungstato de sdodio, 2,5 g de &cido fosfomolibdico,
10 mL de é&cido cloridrico concentrado e 5 mL de &cido ortofosférico 85%. Refluxou-
se por 10 horas sob aquecimento com pérolas de vidro e foram acrescentados 15 g
de sulfato de litio. Adicionaram-se algumas gotas de bromo liquido até que a solucao
final ficou com uma coloracédo amarela. A solucao foi fervida na capela para retirada
do excesso de bromo e entdo transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e

completada com agua destilada.
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4.9.1.2. Preparo da Solucao de Carbonato de Sédio

Vinte gramas de carbonato de sédio anidro foram solubilizados com agua

destilada em um baldo volumétrico de 100 mL.

4.9.1.3. Curva Padrao de Acido Galico

Dez miligramas de acido galico foram solubilizados em 80 mL de agua
destilada. A solucéo foi transferida para baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi
completado com agua (100 ug/mL). Em baldes volumétricos de 50 mL foram
adicionados 30 mL de agua destilada e acrescentados de 0,25 mL a 3,0 mL da
solucdo do padrdo (concentracdes de 25 a 300 pg de acido galico por baldo). Em
seguida foram adicionados 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau e 7,5 mL de
solucdo saturada de carbonato de sédio. Os volumes dos baldes foram completados
com agua destilada e as solu¢des foram mantidas em repouso por 2 horas. As

absorbancias foram lidas em 760 nm.
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49.1.4. Doseamento

Foram dissolvidos 100 mg da fracdo de acetato de etila (FA) em 40 mL de
etanol 70%. A solucdo foi transferida para baldo volumétrico e o volume foi
completado para 50 mL utilizando-se o mesmo solvente. Cem microlitros desta
solucédo foram transferidos para baldo volumétrico de 50 mL contendo 30 mL de
agua destilada. A solucéo foi agitada e em seguida foram adicionados 2,5 mL do
reagente Folin-Ciocalteau e depois de 1 minuto foram adicionados 7,5 mL da
solucdo saturada de carbonato de sodio. O volume foi completado com agua
destilada e a solucdo permaneceu em repouso por duas horas antes da leitura da
absorbancia a 760 nm. Utilizaram-se as amostras sem adicdo do reagente Folin-
Ciocalteau como branco.

O mesmo procedimento foi repetido utilizando-se 100 mg da fragdo de

metanol (FM).

49.1.5. Céalculo

A média das leituras em triplicatas foi confrontada com os dados da curva
padrdao de acido galico e o calculo da porcentagem de fendis totais foi baseado na

equacao de linearidade da reta do padréo.
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49.2. Taninos

O doseamento de taninos foi realizado conforme preconizado por
Waterman e Mole (1994), baseado na precipitacdo com albumina do soro bovino
(BSA). Foram utilizadas as fracdes de acetato de etila (FA) e de metanol (FM). A
porcentagem de taninos de cada fracdo foi calculada em relacdo ao acido tanico. As
analises foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos como média *

desvio padréo.

4.9.2.1. Preparo da solucdo de BSA

Em um béquer 1,64 g de acetato de sbédio foram solubilizados em
aproximadamente 80 mL de agua. O pH foi ajustado para 7,0 e a solucédo foi
transferida para um baldo volumétrico e completada com agua para 100 mL. Nesta

solucao foram solubilizados 994,5 mg de cloreto de sédio e 100 mg de BSA.

4.9.2.2. Preparo da Solucéo de SDS

Em um béquer contendo 60 mL de agua foi solubilizado 1 g de dodecil

sulfato de sodio (SDS). Acrescentou-se 5 mL de trietanolamina e 20 mL de
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isopropanol. A solucédo foi transferida para baldo volumétrico e completou-se o

volume com agua destilada para 100 mL.

4.9.2.3. Preparo do Reagente Cloreto Férrico

Uma massa de 162,5 mg de cloreto férrico (Merck) foi solubilizada em 100

mL de uma solucéo de acido cloridrico 0,01 N.

4.9.2.4. Curva Padrao de Acido Tanico

Quinhentos miligramas de &cido tanico foram solubilizados em 80 mL de
metanol 50%. A solucéo foi transferida para baldo volumétrico e o volume acertado
com o mesmo solvente para 100 mL. Diluicbes foram feitas para obtencdo de
concentracdes de 0,10 a 0,85 mg/mL, utilizando-se o metanol 50% como solvente.
Em tubos de ensaio, 1 mL de cada uma das solu¢des de acido tanico foi misturado
com 2 mL da solucédo de BSA. Apos 10 minutos a mistura foi centrifugada por 10
minutos a 5000 rpm, o sobrenadante foi descartado e adicionaram-se 4 mL da
solucdo de SDS em cada tubo. O material foi ressuspenso com auxilio de vortex e
adicionou-se 1 mL de reagente de cloreto férrico em cada tubo. Apos 15 minutos as

absorbancias foram lidas em 520 nm.
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49.2.5. Doseamento

Foram dissolvidos 100 mg da fracdo de acetato de etila (FA) em 80 mL de
metanol 50%. A solucdo foi transferida para baldo volumétrico e o volume foi
completado para 100 mL utilizando-se 0 mesmo solvente. Um mililitro desta solucéo
foi misturado a 2 mL da solucdo de BSA em tubo de ensaio. Apés 10 minutos, a
mistura foi centrifugada por 10 minutos a 5000 rpm. O sobrenadante foi descartado e
foram adicionados 4 mL da solucédo de SDS. O material foi ressuspenso com auxilio
de vortex e adicionou-se 1 mL de reagente cloreto férrico em cada um dos tubos.
Depois de 15 minutos as absorbancias foram lidas a 520 nm utilizando-se as
amostras sem adicao de cloreto férrico como branco.

O mesmo procedimento foi repetido utilizando-se 100 mg da fracdo de

metanol (FM).

49.2.6. Céalculo

A média das leituras em triplicatas foi confrontada com os dados da curva
padrao de éacido tanico e o célculo da porcentagem de taninos foi baseado na

equacao de linearidade da reta do padréo.
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49.3. Flavonoéides

O doseamento de flavonoides foi realizado conforme preconizado pela
Farmacopéia Brasileira (AGENCIA NACIONAL, 2003). Foram utilizadas as fracdes
de acetato de etila (FA) e de metanol (FM). A porcentagem de flavondides de cada
fracdo foi calculada em relacdo a quercetina. As analises foram realizadas em

triplicatas e os resultados expressos como média + desvio padréo.

4.9.3.1. Preparo da Solucao de Metenamina

Dissolveu-se 0,1 g de metenamina em agua e o volume foi completado

para 20 mL com 0 mesmo solvente.

4.9.3.2. Preparo da Solucédo de Cloreto de Aluminio

Dissolveram-se 2 g de cloreto de aluminio em metanol e o volume foi

completado para 100 mL utilizando-se o0 mesmo solvente.
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4.9.3.3. Preparo da Solucdo Metandlica de Acido Acético

Em um baldo volumétrico de 100 mL, foram adicionados 5 mL de acido

acético e o volume foi completado com metanol.

4.9.3.4. Determinacdo de Agua

Meio grama de cada fracdo foi levado a estufa a 100-105 °C,
separadamente, por 5 horas. Apds resfriamento em dessecador, as fracdes foram
pesadas até que a massa entre as pesagens nao diferisse em mais de 5 mg em 3
pesagens consecutivas. A determinacdo de agua foi calculada em porcentagem em

relacdo a massa da amostra inicial através da férmula:

Pd =100 — (mf x 100/ mi)

onde: Pd = determinacdo de agua em porcentagem; mi = massa inicial da amostra

em gramas; mf = massa final da amostra, apos a secagem, em gramas.
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4.9.3.5. Doseamento

Uma massa de 0,1 g da fracdo de acetato de etila (FA) foi aquecida a
fervura sob refluxo durante 30 minutos com 20 mL de acetona, 1 mL da solucdo de
metenamina e 2 mL de &cido cloridrico. A mistura foi filtrada por algodéo para baldo
volumétrico de 100 mL. O residuo da amostra e o algodao foram extraidos mais
duas vezes usando-se por¢cBes de 20 mL de acetona com aquecimento a fervura
sob refluxo por 10 minutos. Os filtrados foram reunidos no baldo e o volume foi
completado para 100 mL com acetona.

A 20 mL da solucéo obtida foram adicionados 20 mL de agua e 15 mL de
acetato de etila, em funil de separacdo. A fase de acetato de etila foi recolhida e
procederam-se mais 3 extracdes empregando-se porcdes de 10 mL de acetato de
etila. ApGs a reunido das fases de acetato de etila, foram realizadas 2 lavagens com
porcBes de 50 mL de 4gua. A fase organica foi completada com acetato de etila em
baldo volumétrico de 50 mL (solucdo mée).

A 10 mL da solugdo mae foi adicionado 1,0 mL da solucdo de cloreto de
aluminio e o volume foi completado para 25 mL em baldo volumétrico com a solugéo
metandlica de acido acético. Foi preparada uma solucdo de comparacéo (branco)
diluindo-se 10 mL da solucdo méae a 25 mL em baldo volumétrico com solucao
metandlica de acido aceético.

Apo6s 30 minutos foi lida a absorbancia da amostra a 425 nm, utilizando-se
a solucéo sem a adicéo do cloreto de aluminio como branco.

O mesmo procedimento para o doseamento de flavondides foi realizado

partindo-se de 0,2 g da fracdo metandlica (FM).
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49.3.6. Calculo

O teor de flavonodides foi calculado em porcentagem como quercetina

através da equacao:

% flavondides = A X 62.500
500 x m x (100-Pd)

onde: A = absorbancia da amostra a 425 nm; m = massa da amostra em gramas; Pd

= determinacdo de 4gua da amostra em porcentagem.

4.10. Atividade Antioxidante

4.10.1. Avaliagdo do Potencial Antioxidante in vitro - Ensaio com DPPH

O radical 2,2-difenil-1-picril hidrazila (DPPH) é um radical livre estavel a
temperatura ambiente que produz uma solucéo violacea em etanol. Em presenca de
substancias antioxidantes, a solucéo etanolica torna-se incolor, podendo-se avaliar o
potencial antioxidante das amostras colorimetricamente (GORINSTEIN et al., 2003;

LEE et al., 2003; MASUDA et al., 2003).
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O ensaio foi realizado empregando-se o extrato etanol/agua (70%)
liofiizado de P. edulis (EEAL) e as fracOes de acetato de etila (FA) e de metanol

(FM).

4.10.1.1. Preparo da Solucédo 0,3 mM de DPPH

Em um béquer contendo 80 mL de etanol foram adicionados 11,8 mg de
DPPH sob agitacdo até completa dissolucdo. A solucdo foi transferida para baldo

volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com etanol.

4.10.1.2. Preparo das Amostras

Cem miligramas do EEAL foram solubilizados em etanol para volume de
100 mL em baldo volumétrico (1 mg/mL). Volumes diferentes desta solucdo foram
diluidos com etanol para obtencdo de amostras de EEAL nas seguintes
concentracbes: 20 pg/mL, 10 pg/mL, 4 pg/mL, 2 pg/mL e 1 pug/mL. O mesmo
procedimento foi realizado com a rutina.

Para as fracOes de acetato de etila (FA) e de metanol (FM) foram obtidas
solugdes de concentracdes de 10 pug/mL, 7,5 pg/mL, 5 pg/mL, 2,5 pg/mL e 1 pg/mL

utilizando-se etanol como solvente.
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4.10.1.3. Ensaio

A 1 mL da solucdo de DPPH foram adicionados 2,5 mL das solucdes de
amostras. Apos 30 minutos a temperatura ambiente, as absorbancias foram medidas
a 518 nm, utilizando-se etanol para calibrar o aparelho (MENSOR et al., 2001).

A solucéo usada como branco foi obtida adicionando-se 1 mL de etanol a
2,5 mL da solucdo das amostras em diferentes concentracdes. A solucéo controle foi
obtida através da adicdo de 1 mL da solucdo de DPPH a 2,5 mL de etanol

(MENSOR et al., 2001).

4.10.1.4. Calculo

A atividade antioxidante (AA%) expressa em porcentagem, foi calculada
em relacdo aos controles, aos quais nao foram adicionadas as amostras, a partir de

uma média de 3 leituras.

AA% =100 - [((AbSamostra — AbSbranco) X 100)

ADbScontrole
onde AA% = atividade antioxidante medida em porcentagem; AbSamostra =
Absorbancia da amostra; AbSbranco = Absorbancia do branco; AbScontrole =

Absorbancia do controle (MENSOR et al., 2001).
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Através da equacdo da reta de linearidade do grafico foi obtida a
concentracdo do extrato, da rutina e de cada fracdo com atividade antioxidante de

50% em relacdo ao controle (CEso), adotando-se valores de r? 2 0,9.

4.10.2. Avaliacdo do Potencial Antioxidante in vitro - Ensaio da Capacidade

de Absorcédo do Radical de Oxigénio (ORAC)

No método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), radicais
peroxila reagem com um indicador fluorescente para formar um composto nao
fluorescente. Na presenca de substancias antioxidantes o tempo e o grau de inibicdo
da oxida¢éo sdo medidos durante a reacao por fluorescéncia (HUANG et al., 2002).

O ensaio foi realizado empregando-se o0 extrato etanol/agua (70%)

liofilizado de P. edulis (EEAL).

4.10.2.1. Preparo da Solucado Tampao Fosfato 75 mM (pH 7,0)

Em um béquer com aproximadamente 200 mL de agua foram adicionados
1,59 g de fosfato sédico monoidratado, 1,03 g de fosfato dissédico. O pH foi ajustado
para 7,0, a solucéo foi transferida para baldo volumétrico de 250 mL e o volume foi

completado com agua.
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4.10.2.2. Preparo da Solucao de Fluoresceina Sodica 40 nM

Um miligrama de fluoresceina sodica foram solubilizados em 1 mL de

solucéo tampao. A 602 uL desta solucéo foram adicionados 3,398 mL de tampéo.

4.10.2.3. Preparo da Solugéo de AAPH 153 mM

Em 2 mL de solugéo tampéo foram solubilizados 82,98 mg de 2,2’-azobis-

(2-amidinopropano)-dicloridrato (AAPH).

4.10.2.4. Preparo das Solucdes de Padrao Trolox

Um miligrama de Trolox foram solubilizados em 1 mL de tampé&o. A 100
uL desta solugcéo foram adicionados 300 pL de tampé&o (solucdo 100 uM de Trolox).
Sucessivas diluicbes com tampéo foram feitas para obtencdo de solucdes de Trolox

a 50 uM, 25 uM, 12,5 uM e 6,25 uM.
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4.10.2.5. Preparo das Amostras

Trés miligramas e meio de EEAL foram solubilizados em 2 mL de
acetona/adgua (50%). Esta solucéo foi agitada em vértex até completa solubilizacéo.
Volumes diferentes desta solucao foram diluidos com solucdo tampé&o para obtencéo

de amostras de EEAL nas seguintes concentragfes: 20 pg/mL, 17,5 pg/mL, 15

pug/mL, 12,5 pg/mL, 10 pg/mL e 5 pg/mL.

4.10.2.6. Ensaio

O ensaio foi realizado em placa de 96 pocos. Em cada poco foram
adicionados 25 uL da solugédo de EEAL nas diferentes concentracdes ou 25 uL de
solucdes do padrao Trolox e 150 uL de fluoresceina.

A placa foi incubada por 30 minutos a 37°C. Apés este periodo
adicionaram-se 25 uL da solucéo de AAPH. A placa foi agitada por 10 segundos em
velocidade alta no préprio equipamento e a leitura foi efetuada com sensibilidade de
60 bottom durante uma hora a cada minuto.

O branco consistiu em 200 uL de tampao fosfato e, no controle positivo, 0
Trolox foi substituido pelo mesmo tamp&o. Os pocos externos aqueles que estavam

sendo lidos foram preenchidos com 300 uL de agua.
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As analises foram realizadas em triplicatas, com excec¢do do padrédo de
Trolox que foi submetido a nove analises em duplicatas para validacdo do método

(RIVELLI et al., 2008).

4.10.2.7. Calculo

O valor final é calculado através da equacdo de regressdo entre a
concentracdo de Trolox e a area sob a curva de decaimento de fluorescéncia (AUC).
Sendo expresso o resultado em micromoles equivalentes de Trolox/g da amostra. A

area sob a curva foi calculada conforme a equacao (BIOTEK, 2007):

AUC =1+ fi/fo + fof/fo ++f3/fo +....+fn/fo

onde AUC = &rea sob a curva; fo: leitura da fluorescéncia inicial (t = 0 minutos); fn =

leitura da fluorescéncia de cada amostra (t = n minutos).

O valor relativo de ORAC foi calculado conforme a equacao:

(AUC amostra- AUC branco) X ___molaridade Trolox
(AUC trolox - AUC branco ) concentragdo amostra
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4.11. Atividade Antitlcera Aguda

Todos os protocolos experimentais estdo de acordo com o0s Principios
Eticos de Experimentacédo Animal adotados pelo Colégio de Experimentacéo Animal
(COBEA) e foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas sob protocolo n° 128.

A avaliacdo da atividade antiulcera foi efetuada através do modelo de

inducdo com &cido cloridrico e etanol (MARKMAN; BACCHI; KATO, 2004).

4.11.1. Avaliacdo Dose/Resposta do EEAL

O ensaio foi realizado empregando-se o0 extrato etanol/agua (70%)

liofilizado de P. edulis (EEAL).

4.11.1.1. Preparo das Amostras

O EEAL foi solubilizado em agua nas concentracdes de 10, 20 e 40
mg/mL. O lansoprazol foi solubilizado em agua na concentracdo de 3 mg/mL. As
solugcbes foram mantidas sob agitacdo, em agitador magnético durante a

administracao.
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411.1.2. Ensaio

Os animais foram divididos em grupos com n de 7. As ratas foram
mantidas em jejum durante 12 horas. Em seguida, foram administradas doses do
EEAL ou do lansoprazol em um volume de 10 mL/kg aos animais por via oral (doses
de 100, 200 e 400 mg/kg do EEAL e de 30 mg/kg do lansoprazol). Como controle
negativo foi administrado o mesmo volume de agua (10 mL/kg).

Trinta minutos depois, foi administrado, via oral, 1 mL de HCI 0,3M em
etanol 60% como agente ulcerogénico. Apos uma hora, 0os animais foram mortos em
cuba de gas carbbdnico. Seus estbmagos foram retirados, abertos pela curvatura

maior e fixados entre placas de vidro para avaliar as ulceracgdes.

4.11.2. Avaliacdo das Fragdes e do Acido ursélico

O ensaio foi realizado empregando-se o0 extrato etanol/agua (70%)
liofilizado de P. edulis (EEAL), as fragcées de hexano (FH), de diclorometano (FD), de

acetato de etila (FA) e de metanol (FM) e o acido ursoélico.
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4.11.2.1. Preparo das amostras

O EEAL, as fracdes de hexano (FH), de diclorometano (FD), de acetato
de etila (FA) e de metanol (FM) foram solubilizados em uma solucdo de Tween 80
(5% em agua) na concentracdo de 10 mg/mL. O lansoprazol e o acido ursélico foram
solubilizados na mesma solucdo aquosa de Tween 80 nas concentracdes de 3
mg/mL e 5 mg/mL respectivamente. As solu¢cbes foram mantidas sob agitacdo, em

agitador magnético durante a administracao.

4.11.2.2. Ensaio

Os animais foram divididos em grupos com n de 7. As ratas foram
mantidas em jejum durante 12 horas. Em seguida, foram administradas doses do
EEAL, das fracdes, do acido ursdlico ou do lansoprazol em um volume de 10 mL/kg
aos animais por via oral (doses de 100 mg/kg do EEAL e das fracdes, de 50 mg/kg
do acido ursolico e de 30 mg/kg do lansoprazol). O grupo controle recebeu o0 mesmo
volume de solugéao de Tween 80 (5% em agua) (10 mL/kg).

Trinta minutos depois, foi administrado, via oral, 1 mL de HCI 0,3M em
etanol 60% como agente ulcerogénico. Apos uma hora, os animais foram mortos em
cuba de gas carbodnico. Seus estdbmagos foram retirados, abertos pela curvatura

maior e fixados entre placas de vidro para que as ulceracdes fossem avaliadas.
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4.11.3. Célculo

A avaliacdo das ulceracdes foi realizada através de dois parametros: Area
Total de Les&o e Area Relativa de LesAo.

A Area Total de Lesdo foi calculada somando-se as areas de todas as
Ulceras e foi expressa em mm?2. Para a medida das areas foi utilizado o programa
Image Pro Plus.

A Area Relativa de Lesao foi calculada através da formula:

ARL = ATL/AT x 100

onde ARL = Area Relativa de Lesdo expressa em porcentagem; ATL = Area Total de

Lesdo em mmZ; AT = Area Total do estdmago em mm?Z.

411.4. Analise Estatistica

Os resultados foram avaliados através de andlise de variancia, com nivel
critico igual ou menor a 0,05 (5%) para rejeicdo da hipétese de nulidade, seguido de
Tukey (SOKAL; ROHLF, 1969). Os dados expressos em porcentagem (Area Relativa
de Lesao) foram previamente transformados em arcosseno para posterior analise

estatistica.
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4.12. Citotoxicidade

412.1. Citotoxicidade de Células CHO

A citotoxicidade do extrato etanol/dgua (70%) liofilizado de P. edulis
(EEAL) e das fracOes de acetato de etila (FA) e de metanol (FM) foi avaliada em
cultura de células de ovario de hamster chinés (CHO) conforme preconizacdo da
ISO 10993-5 (INTERNATIONAL STANDARD ORGANIZATION, 1992). A

citotoxicidade do DMSO utilizado na diluicdo das amostras também foi avaliada.

4.12.1.1. Preparo do Corante

O corante supravital tetrazélio (MTS), por acdo de desidrogenases
presentes nas células biologicamente ativas, € bioreduzido, transformando-se em
formazam, um produto solavel no meio de cultura e cuja concentracdo pode ser
avaliada por absorbancia. Sendo assim, A quantidade de formazam produzida é
diretamente proporcional ao numero de células vivas (PROMEGA CORPORATION,
2007).

Separadamente, 200 ug de MTS e 90 ug de metassulfato de fenazida

(PMS) foram solubilizados em 100 uL de solugcao salina tamponada (PBS) (solugdes
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0,2% de MTS e 0,09% de PMS). Aos 100 uL da solucdo de MTS foram adicionados

5 uL da solucdo de PMS (20:1). Esta solucao final foi utilizada como corante.

4.12.1.2. Preparo das Amostras

O EEAL foi solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSO) para obtencdo de
uma solug¢do na concentracdo de 100 mg/mL. O pH da solucdo foi medido para
garantir amostras com pH superior a 5,5. Em ambiente estéril, a solucao foi filtrada
em membrana esterilizante e volumes diferentes foram diluidos com solugéo tampéo
para obtencdo de amostras de EEAL nas concentracfes: de 1,95 ug/mL a 500
ug/mL.

O mesmo procedimento descrito acima foi realizado para as fracdes FA e
FM. O DMSO foi diluido com tampao nas mesmas condicdes empregadas para as

amostras para concentracoes finais de 0,02% a 5,00% (v/v).

4.12.1.3. Cultura das Células

As culturas de CHO foram obtidas por incubacdo a 37 °C em ambiente
umido, em meio de cultura com 10% de soro fetal bovino (SFB) e atmosfera de 5%
de CO2. ApGs propagacao celular em monocamada, o meio de cultura foi removido e

as células lavadas com PBS.
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Para o destacamento das células da garrafa de cultura, foi adicionada
solucédo de tripsina a 0,25%. Em seguida as células foram transferidas para tubo
plastico, centrifugadas e lavadas duas vezes com PBS. As células foram entédo
ressuspensas em meio de cultura e a concentracao celular foi ajustada para ~60.000

células/mL.

4.12.1.4. Ensaio

O ensaio foi realizado em placa de 96 pocos. Em cada pogo foram
adicionados 50 pL de suspensao celular (~3.000 células) e 50 uL das soluc¢des das
amostras (EEAL, FA e FM) nas diferentes concentragbes ou 50 uL de solucdes de
DMSO utilizadas para diluigdo das amostras. O branco de cada amostra consistiu
em 50 puL da amostra e 50 uL do meio de cultura. O controle negativo consistiu em
50 pL da suspenséo celular e 50 uL de meio de cultura (viabilidade celular 100%).
Como branco das leituras foi utilizado 100 uL de meio de cultura, sem adicdo da
suspensao celular (DOS SANTOS et al., 2006).

Todas as analises foram realizadas em quadruplicatas.

A microplaca foi incubada a 37 °C, em atmosfera de 5% de CO: e
ambiente amido por 72 horas. Passado o periodo de incubacéo, adicionaram-se 20
uL do corante. A placa foi novamente incubada por duas horas e as absorbancias

foram medidas a 490 nm, comparativamente ao branco (meio de cultura).
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4.12.1.5. Céalculo

A viabilidade celular expressa em porcentagem, foi calculada em relacao
aos controles, aos quais nao foram adicionadas as amostras, a partir de uma média

de 4 leituras.

VC = (AbSamostra — AbSbranco) x 100
ADbScontrole

onde VC = viabilidade celular medida em porcentagem; AbSamostra = absorbancia da
amostra; Abspranco = absorbancia do branco de cada amostra; AbScontrole =

absorbéancia do controle.

Através da equacdo da reta de linearidade do grafico foi obtida a
concentracdo do EEAL, FA e FM com citotoxicidade de 50% em relacdo ao controle

(DLso), adotando-se valores de r? 2 0,9.

4.12.1.6. Andlise Estatistica

Os resultados foram avaliados através de analise de variancia, com nivel
critico igual ou menor a 0,05 (5%) para rejeicdo da hipétese de nulidade, seguido de

Tukey (SOKAL; ROHLF, 1969).
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4.12.2. Citotoxicidade de Células Tumorais

A citotoxicidade do extrato etanol/dgua (70%) liofilizado de P. edulis
(EEAL) e das fracdes de hexano (FH), diclorometano (FD), acetato de etila (FA) e
metanol (FM) foi avaliada em cultura de células tumorais humanas conforme
preconizado por Monks et al. (1991).

Foram selecionadas linhagens neoplasicas humanas de leucemia (K-562),
mama (MCF-7), mama com fenétipo de resisténcia a multiplos farmacos (NCI-ADR),
melanoma (UACC-62), pulmdo (NCI-460), prostata (PC-03), colon (HT-29), ovério

(OVCAR-03) e rim (786-0) (DENNY et al., 2008).

4.12.2.1. Preparo do Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado consistiu de meio RPMI com 10% de SFB e

gentamicina (50 pg/mL).

4.12.2.2. Preparo do Corante

A sulforrodamina B (SRB) é um corante protéico que se liga aos

aminoacidos nas células previamente fixadas com acido tricloroacético. Desta forma,
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a concentracdo de SRB medida por absorbancia é diretamente proporcional ao
namero de células vivas (MONKS et al., 1991).
Em 100 uL de uma solucdo aquosa de &acido acético a 1% foram

solubilizados 400 ug de SRB.

4.12.2.3. Preparo das Amostras

O extrato (EEAL), as fracdes (FH, FD, FA e FM) e a doxorrubicina foram
solubilizados em DMSO na concentracdo de 100 mg/mL. Para adicdo nas culturas
celulares, estas solucfes foram diluidas no minimo 400 vezes em meio de cultura,
evitando a citotoxicidade do DMSO. As concentrac¢@es finais das amostras foram de

0,50 ug/mL a 500 pg/mL.

4.12.2.4. Culturadas Células

As culturas celulares foram obtidas por incubacdo a 37 °C em ambiente
umido, em meio de cultura e atmosfera de 5% de CO2. Com excegédo da K-562, que
cresce em suspensao, apos propagacao celular em monocamada, o meio de cultura
foi removido e as células lavadas com tampao de Hank’s.

Para o destacamento das células da garrafa de cultura, foi adicionada

solucéo de tripsina a 0,25%. As células foram entdo ressuspensas em meio de
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cultura e as concentracdes celulares foram ajustadas de acordo com a preconizacao
do NCI: ~40.000 células/mL (NCI-460 e UACC-62), ~45.000 células/mL (PC-03),
~50.000 células/mL (786-0, HT-29 e NCI-ADR), ~60.000 células/mL (K-562 e MCF-7)

e ~70.000 células/mL (OVCAR-03).

4.12.2.5. Ensaio

O ensaio foi realizado em placa de 96 pogcos. Em cada pocgo foram
adicionados 100 pL de suspensédo celular em suas respectivas densidades de
inoculacéo. As placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C, em ambiente umido e
atmosfera de 5% de COg, para readaptacdo ao ambiente.

Uma placa controle (T0), para cada uma das culturas celulares, foi fixada
através da adicdo de 50 uL de uma solucdo aquosa de &cido tricloroacético (TCA)
50% em cada poco para determinacdo da quantidade de células no momento da
adicdo das amostras. Para a cultura de K-562 adicionaram-se 50 uL de uma solugéo
aguosa de TCA 80%.

Nas demais placas, foram adicionados 100 pL das amostras nas
diferentes concentragbes (EEAL, FH, FD, FA e FM). O branco de cada amostra
consistiu em 100 pL da amostra e 100 uL do meio de cultura. O controle negativo
consistiu em 100 pL da suspenséo celular e 100 uL de meio de cultura (viabilidade
celular 100%). O controle positivo consistiu 100 uL de suspenséo celular e 100 uL de
diferentes concentrac6es de doxorrubicina. Como branco das leituras foi utilizado

200 uL de meio de cultura, sem adi¢cao da suspensao celular.
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Todas as analises foram realizadas em triplicatas.

A microplaca foi incubada a 37 °C, em atmosfera de 5% de CO: e
ambiente imido por 48 horas. Passado o periodo de incubacéo, as placas foram
centrifugadas por 3 minutos a 2000 rpm e adicionaram-se 50 uL de solucdo aquosa
de TCA 50% ou TCA 80% (K-562). Para completar a fixacado celular, as placas foram
incubadas por 1 hora a 4 °C.

Depois de fixadas, as placas foram lavadas com agua destilada para
remocdo do TCA, meio de cultura, SFB e amostras residuais. Apdés secagem a
temperatura ambiente, adicionaram-se 50 uL do corante em todos 0s pocos e as
placas foram novamente incubadas a 4 °C por 30 minutos.

As placas foram novamente lavadas com uma solucdo aquosa de &cido
acético 1%, o residuo da solucdo de lavagem foi removido e realizou-se nova
secagem a temperatura ambiente.

Adicionaram-se 150 uL de uma solucdo aquosa de Trizma base (10 uM,
pH 10,5) em cada poco e as placas foram submetidas a ultra-som por 5 minutos. As
absorbancias foram medidas a 540 nm, comparativamente ao branco (meio de

cultura).

4.12.2.6. Analise dos Resultados

Foram calculadas as médias das absorbéncias das amostras subtraidas
de seus respectivos brancos. Os resultados obtidos foram analisados considerando-

se:
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- atividade proliferativa: (AbSamostra - AbSbranco) > AbScontrole;
- atividade citostatica: AbScontrole > (AbSamostra - AbSbranco) = AbSTo;

- atividade citocida: (AbSamostra - AbSbranco) < AbSTo;

Para amostras que apresentaram atividade citostatica a porcentagem de
inibicdo do crescimento (IC) foi calculada como média de trés leituras por meio da

formula:

IC = (AbSamostra — AbSbranco — AbST0) X 100
(AbScontroIe - AbSTO)

Para amostras que apresentaram atividade citocida a IC foi calculada

como média de trés leituras por meio da formula:

IC = (AbSamostra — ADbSbranco — AbSTO) x 100
(AbsTo)

onde, Absamostra = absorbancia da amostra; AbsSwranco = absorbancia do branco de
cada amostra; Abscontrole = absorbancia do controle; Absto = absorbéancia do controle

da placa TO (dia da adicdo das amostras).

As amostras foram consideradas ativas quando apresentaram inibicao de
crescimento maior que 50% de forma dose-dependente.

Para cada amostra e cada linhagem neoplasica foram determinadas
faixas de concentracdo que promoveram inibicdo do crescimento de 50% (ICso)

inibicéo total do crescimento (ITC) e morte celular de 50% (DLso).
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4.13. Mutagenicidade — Teste de Ames

Empregou-se o Teste de Ames para avaliar o potencial mutagénico do
extrato etanol/agua (70%) liofilizado de P. edulis (EEAL).

O teste de Ames caracteriza-se pela utilizacdo de linhagens mutantes de
Salmonella typhimurium incapazes de crescerem na auséncia de histidina. Na
presenca de substancias mutagénicas, estas linhagens passam a formar col6nias
em meio desprovido desse aminoacido (ZEIGER, 2001).

A adicdo de enzimas metabolizadoras (Fracdo S9) obtidas de figado de
ratos visa promover a identificacdo de substancias mutagénicas de acao indireta,
gue necessitam de metabolizacdo para tornarem-se mutagénicas (MORTELMANS;

ZEIGER, 2000).

4.13.1. Preparo dos Meios de Cultura

Os meios de cultura e solugcdes necessarios para 0s ensaios de mutacao
reversa foram preparados de acordo com as especificacbes de Maron e Ames
(1983).

O caldo nutriente foi preparado solubilizando-se 0,75 g de caldo em 30
mL de agua.

O agar glicose foi prepara com a solubilizacdo de 20 g de glicose e 15 g

de Bacto agar em 980 mL de agua destilada. O Meio Vogel Bonner foi preparado
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acrescentando-se 1,0 g de sulfato de magnésio heptaidratado, 10,0 g de acido
citrico, 17,5 g de fosfato de sddio e amonio e 50,0 g de fosfato de potassio dibasico
a 67 mL de agua aquecida a 45 °C.

O &gar minimo glicosado (AMG) usado nos ensaios foi preparado
misturando-se 980 mL de agar glicose e 20 mL de meio Vogel Bonner.

O &gar de superficie (top-agar) foi preparado adicionando-se 0,5 g de
cloreto de sodio e 0,6 g de Bacto agar a 100 mL de agua destilada. A esta mistura
acrescentou-se 10 mL de solugdo aquosa de L-histidina (960 pg/mL) e D-biotina
(123 pug/mL).

Os meios de cultura preparados foram esterilizados em autoclave a 121

°C por 15 minutos.

4.13.2. Preparo da Frag&o S9

Em recipiente mantido em banho de gelo, misturou-se 19,75 mL de agua
esteéril, 25 mL de tampéao fosfato 0,2 M (pH 7,4), 2 mL de solucdo aquosa de -
nicotinamida adenina dinucleotideo-fosfato (NADP) 0,1 M (76,54 mg/mL), 250 uL de
solugdo aquosa de D-glicose-6-fosfato 1 M (282,1 mg/mL), 500 puL de solucéo
aguosa de cloreto de magnésio 04 M (81,3 mg de cloreto de magnésio
hexaidratado/mL), 500 uL de solucédo aquosa de cloreto de potassio 1,65 M (123

mg/mL) e a fracdo S9 diluida em 2 mL de agua estéril.
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A fracdo foi mantida em banho de gelo durante todo o ensaio, preparada
sempre imediatamente antes do uso e utilizada por um periodo ndo excedente a 3

horas do preparo.

4.13.3. Preparo das Amostras

O DMSO foi empregado na solubilizacdo de todas as amostras. O EEAL
foi solubilizado até o limite de solubilidade (200 mg/mL).

Para os ensaios sem ativacdo metabdlica, foram utilizados como controles
positivos a 4-nitro-1,2-fenilenodiamina (NPD) (100 ug/mL) para as linhagens TA97a
e TA98, azida sddica (12,5 ug/mL) para a linhagem TA100 e daunomicina (30
ug/mL) para a linhagem TA102. Nos ensaios com ativacdo metabdlica foi

empregado a 2-antramina (12,5 ug/mL) para todas as linhagens.

4.13.4. Preparo dos Inéculos

Foram utilizadas as linhagens TA97a, TA98, TA100 e TA102 de
Salmonella typhimurium (SANTOS et al., 2006).
Com auxilio de algca de inoculacédo, pequena quantidade de cultura de

estoque congelada foi semeada em 30 mL de caldo nutriente e incubada a 37 °C,
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por 12 a 16 horas, em banho-maria sob agitacdo (160 rpm), de modo a obter uma

densidade de 1-2 x 10° bactérias/mL.

4.13.5. Ensaio

Foram testadas 5 diferentes concentracdes de EEAL: 20 mg/placa, 15
mg/placa, 10 mg/placa, 5 mg/placa e 2,5 mg/placa. Em tubos de ensaio, diferentes
concentragcdes de EEAL, de DMSO (100 uL) ou de solugbes dos controles positivos
(100 pL) foram misturados a 500 uL de tampéao fosfato 0,2 M (pH 7,4) e 100 pL de
cultura bacteriana. Os tubos foram incubados por 20-30 minutos a 37 °C. Nos
ensaios com ativacdo metabdlica, foram adicionados, em substituicdo ao tampéao
fosfato, 500 uL da fracdo S9.

Apés a incubacdo, adicionaram-se em cada tubo 2 mL de top-agar,
contendo tracos de L-histidina e D-biotina. O contetdo dos tubos foi homogeneizado
em vortex e vertido sobre a superficie de uma placa contendo AMG. Apos
solidificacdo do top-agar, as placas foram incubadas por 48 horas, a 37 °C.

Realizou-se entdo a contagem do numero de colbnias revertentes por

placa. Os ensaios foram realizados em triplicatas.
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4.13.6. Analise dos Resultados

Os dados da mutagenicidade foram analisados pelo programa estatistico
Salanal elaborado e gentiimente cedido pelo Dr. L. Myers do Research Triangle
Institute, na Carolina do Norte, por intermédio da Dra. Maria Inés Sato (CETESB).
Esse programa permite avaliar o efeito dose-resposta através do calculo da analise
da variancia (ANOVA) entre as meédias do numero de revertentes nas diferentes
doses testadas e o controle negativo, seguido de uma regressao linear. Para a
analise subsequente dos dados foi selecionado o modelo Bernstein (Bernstein et al,
1982).

Além da analise de variancia foi calculada a razdo de mutagenicidade
(RM) para cada dose analisada, que é a média do numero de revertentes na placa
teste dividido pela média do niamero de revertentes na placa do controle negativo
(reversbes espontaneas).

As amostras foram consideradas mutagénicas quando a RM foi maior ou
igual a 2 em pelo menos uma das doses testadas e quando houve uma relagao
dose-resposta entre as doses testadas e o numero de revertentes induzidos.

Os resultados foram considerados negativos quando as amostras nao
induziram aumento significativo no numero de revertentes, comparativamente ao
controle e as RM foram todas menores que 2.

Quando houve diferenca estatisticamente significativa entre o grupo
tratado e o controle negativo, mas a RM foi menor que 2, as amostras foram

consideradas como causadoras de indicios de mutagenicidade. Isso significa dizer
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gque a amostra apresenta capacidade de ocasionar danos ao DNA, mas nas

condicBes empregadas, sua mutagenicidade nao foi efetiva.
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N&o entendo. Isso é tdo vasto que ultrapassa qualquer entender. Entender € sempre
limitado. Mas ndo entender pode néo ter fronteiras. Sinto que sou muito mais
completa quando n&o entendo. N&o entender, do modo como falo, € um dom. N&o
entender, mas ndo como um simples de espirito. O bom é ser inteligente e nao
entender. E uma benc&o estranha, como ter loucura sem ser doida. E um
desinteresse manso, € uma docura de burrice. S6 que de vez em quando vem a
inquietagao: quero entender um pouco. Nao demais: mas pelo menos entender que

nao entendo.

Clarice Lispector
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5. RESULTADOS

5.1. Andlise Fitoquimica da Fracdo de Hexano (FH)

5.1.1. Andlise Espectrométrica de RMN e de Massas de FH2-42, FH2-48,

FH3-18, FH3-20, FH4-13 e FH4-16

Através da analise dos dados obtidos nos espectros de massas, RMN de
'H, RMN de 3C e comparacédo com dados descritos na literatura foram identificadas
a pB-amirina e o lupeol em mistura (FH2-42), o B-sitosterol (FH2-48), o &cido
oleandlico (FH3-18), o acido ursélico (FH3-20), o acido maslinico (FH4-13) e o &cido
corosolico (FH4-16). As estruturas das substancias identificadas podem ser
observadas nas figuras 10 e 11 e os espectros de RMN de 3C nas figuras 12 a 17.
Os dados de deslocamentos quimicos obtidos estdo expressos nas Tabelas 14-17.

O cromatograma a gas da fracdo FH2-42 pode ser observado na figura
18, apresentando dois picos (1 e 2) de maior abundancia. Nas figuras seguintes
observam-se 0s espectros de massas e respectivas propostas de fragmentos dos

picos observados.
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30

R, = H, R,; = CH; B-amirina
R, =H, R, = COOH acido oleandlico R, =H acido ursolico
R, = OH, R,; = COOH &cido maslinico R, = OH acido corosolico

Figura 10. Estruturas da p-amirina (FH2-42), do &cido oleandlico (FH3-18), do acido
maslinico (FH4-13), do &cido ursolico (FH3-20) e do acido corosdlico (FH4-16)
identificados na fracdo hexano de Plinia edulis.

[B-sitosterol

Figura 11. Estruturas do lupeol (FH2-42) e do B-sitosterol (FH2-48) identificados na
fracdo hexano de Plinia edulis.
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Figura 12. Espectro de RMN de 13C (75 MHz; CDCIs) da fragcdo FH2-42 de Plinia
edulis.
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Figura 13. Espectro de RMN de 13C (75 MHz; CDCIs) da fracdo FH2-48 de Plinia
edulis.
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Figura 14. Espectro de RMN de 13C (75 MHz; CDCIs) da fracdo FH3-18 de Plinia
edulis.
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Figura 15. Espectro de RMN de 13C (75 MHz; piridina-ds) da fracdo FH3-20 de Plinia
edulis.




Resultados 97

, bk mi b bl e i
‘\]:-‘IFT'FI'T“i’?.:‘||\|l‘|\‘ljluw‘=1rx.v‘|1\|7.\|;w‘I
180 150 14 120 110 8l

Figura 16. Espectro de RMN de 3C (75 MHz; CDCIlz e CD30D) da fragdo FH4-13 de
Plinia edulis.

Figura 17. Espectro de RMN de *3C (75 MHz; piridina-ds) da fragdo FH4-16 de Plinia
edulis.
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Tabela 14. Dados (ppm) do espectro de RMN de 3C (75 MHz; CDClz) da fracéo
FH2-42 de Plinia edulis comparados a literatura.

B-amirina lupeol
Carbono FH2-42 (MAHATO; FH2-42 (MAHATO;
KUNDU, 1994) KUNDU, 1994)

1 38,8 38,7 38,7 38,7
2 27,4 27,3 27,4 27,4
3 79,0 79,0 78,9 78,9
4 38,8 38,8 38,8 38,8
5 55,3 55,3 55,3 55,3
6 18,4 18,5 18,3 18,3
7 32,6 32,8 34,2 34,2
8 38,8 38,8 40,8 40,8
9 47,6 47,7 50,4 50,4
10 37,7 37,6 37,3 37,1
11 23,7 23,6 20,9 20,9
12 121,7 121,8 25,1 25,1
13 145,2 145,1 38,0 38,0
14 41,7 41,8 42,8 42,8
15 26,1 26,2 27,3 27,4
16 26,9 27,0 35,5 35,5
17 32,5 32,5 42,9 43,0
18 47,2 47,4 48,2 48,2
19 46,8 46,9 47,9 47,9
20 31,1 31,1 150,8 150,9
21 34,7 34,8 29,8 29,8
22 37,1 37,2 39,9 40,0
23 28,1 28,2 28,0 28,0
24 15,5 15,5 15,3 154
25 15,6 15,6 16,1 16,1
26 16,8 16,9 15,9 15,9
27 26,0 26,0 14,5 14,5
28 28,4 28,4 18,0 18,0
29 33,3 33,3 109,3 109,3
30 23,7 23,7 19,3 19,3
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Tabela 15. Dados (ppm) dos espectros de RMN de 13C (75 MHz; CDCIs) das fracdes
FH2-48 e FH3-18 de Plinia edulis comparados a literatura.

B-sitosterol acido oleandlico
Carbono  FH2-48 (KOVGANKO; KASHKAN; FH3-18 (MAHATO;
BORISOV 2000) KUNDU, 1994)
1 37,3 37,3 38,7 38,5
2 31,7 31,6 27,7 27,4
3 71,8 71,8 79,0 78,7
4 42,3 42,3 38,7 38,7
5 140,8 140,8 55,2 55,2
6 121,7 121,7 18,3 18,3
7 31,9 32,1 33,0 32,6
8 31,9 32,1 39,3 39,3
9 50,1 50,2 47,9 47,6
10 36,5 36,5 37,0 37,0
11 21,1 21,1 23,6 23,1
12 39,8 39,8 122,6 122,1
13 42,1 42,3 143,6 143,4
14 56,8 56,8 41,6 41,6
15 24,3 24,3 28,1 27,7
16 28,2 28,3 23,6 23,4
17 56,1 56,1 46,5 46,6
18 11,9 12,0 41,0 41,3
19 19,3 19,1 45,9 45,8
20 36,1 36,2 30,7 30,6
21 18,8 18,8 33,8 33,8
22 33,9 34,0 32,4 32,3
23 26,0 26,2 29,7 28,1
24 45,8 45,2 15,5 15,6
25 29,1 29,2 15,3 15,3
26 19,0 18,9 17,0 16,8
27 19,3 19,1 25,9 26,0
28 23,1 23,1 182,6 181,0
29 11,8 11,9 32,6 33,1
30 23,6 23,6
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Tabela 16. Dados (ppm) dos espectros de RMN de 13C (75 MHz) das fracdes FH3-
20 (em piridina-ds) e FH4-13 (em CD3OD e CDCls) de Plinia edulis comparados a

literatura.
acido ursolico acido maslinico
Carbono FH3-20  (SEEBACHER etal., FH4-13 (TANAKA; VIDOTTI;
2003) SILVA, 2003)
1 39,2 39,2 48,1 48,1
2 28,2 28,2 69,1 69,5
3 78,2 78,2 84,1 84,5
4 39,6 39,6 40,1 40,5
5 55,9 55,9 56,1 56,7
6 18,9 18,8 19,1 19,5
7 33,6 33,7 33,5 33,9
8 40,0 40,1 38,8 39,2
9 48,1 48,1 n.o. 49,0
10 37,4 37,5 38,8 39,2
11 23,7 23,7 24,0 24,0
12 125,7 125,7 122,8 123,6
13 139,3 139,3 144.,8 145,5
14 42,6 42,6 42,1 42,6
15 28,9 28,8 28,4 28,8
16 25,0 25,0 24,0 24,0
17 48,1 48,1 47,3 47,7
18 53,6 53,6 425 427
19 39,6 39,5 47,2 47,2
20 39,4 39,4 31,3 31,6
21 31,1 31,1 34,6 34,9
22 37,3 37,4 33,4 33,8
23 28,9 28,8 29,1 29,3
24 16,6 16,5 17,0 17,0
25 15,7 15,7 17,2 17,1
26 17,6 17,5 17,4 17,4
27 24,0 24,0 23,9 23,9
28 179,7 179,7 181,7 180,0
29 17,5 17,5 33,3 33,5
30 21,5 21,4 23,9 23,9

n.o.: ndo observado devido aos sinais do solvente (CDsOD).
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Tabela 17. Dados (ppm) do espectro de RMN de *3C (75,5 MHz; piridina-ds) da
fracdo FH4-16 de Plinia edulis comparados a literatura.

acido corosolico

Carbono FHAIS T wEN etal., 2005)
1 48,0 48,0
2 68,6 68,6
3 83,8 83,8
4 39,8 39,8
5 55,9 55,9
6 18,8 18,9
7 33,2 33,5
8 40,0 40,1
9 47,7 47,5
10 38,4 38,5
11 23,9 23,8
12 125,5 125,5
13 139,3 139,3
14 42,5 42,6
15 28,8 28,7
16 24,9 24,9
17 48,0 48,1
18 53,5 53,6
19 39,4 39,4
20 39,5 39,5
21 30,9 31,1
22 37,4 37,5
23 29.3 29,4
24 17,6 17,7
o5 16,9 17,0
26 17,4 17,5
27 23,9 23,9
28 179,9 179,9
29 21,4 214
30 17,4 17,5
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Mt,_ _A,_;V,AI LJ}L_L__N_QK/ L

Tempo (minutos)

pico tempo de retencao (minutos) %
1 50,145 71,48
2 50,979 22,04

Figura 18. Cromatograma a gés da fracdo FH2-42 de Plinia edulis.
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Figura 19. Espectro de massas por impacto eletronico (70 eV) do pico 1 do
cromatograma a gas da fracdo FH2-42 de Plinia edulis.
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Figura 20. Espectro de massas por impacto eletronico (70 eV) do pico 2 do
cromatograma a gas da fracdo FH2-42 de Plinia edulis.
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Figura 21. Proposta de fragmentacdo do pico 1 do cromatograma a gas da fracao
FH2-42 de Plinia edulis. Relagdo massa/carga (m/z) seguida da intensidade relativa
em porcentagem, entre parénteses (ASSIMOPOULOU; PAPAGEORGIOU, 2005).
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Figura 22. Proposta de fragmentacao do pico 2 do cromatograma a gas da fracao
FH2-42 de Plinia edulis. Relacdo massa/carga (m/z) seguida da intensidade relativa
em porcentagem, entre parénteses (HEINZEN et al., 1996).

5.2. Andlise Fitoquimica da Fracdo de Acetato de Etila (FA)

5.2.1. Andlise Espectrométrica de RMN de FA-57, FA-66, FA-80, FA-90 e FA-

147

Através da andlise dos dados obtidos nos espectros de RMN de *H, RMN
de 3C e comparacdo com dados descritos na literatura foram identificados o galato
de etila (FA-57), o &cido galico (FA-66), a quercitrina (FA-80), a miricitrina (FA-90) e
a quercetina (FA-147). As estruturas das substancias identificadas podem ser

observadas na figura 23 e os espectros de RMN de 'H e de RMN de *3C nas figuras
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24 a 28. Os dados de deslocamentos quimicos obtidos estdo expressos nas Tabelas

18-22.

R; =H, R; = H quercetina
R, = ramnose, Rg; = H quercitrina
R; = ramnose, R; = OH miricitrina

R = H acido galico
R = CH,CH, galato de etila

Figura 23. Estruturas do galato de etila (FA-57), do acido galico (FA-66), da
guercitrina (FA-80), da miricitrina (FA-90) e da quercetina (FA-147) identificados na
fracdo de acetato de etila de Plinia edulis.
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Figura 24. Espectros de RMN de 'H (300 MHz) e de 13C (75 MHz) em DMSO-ds da
fracdo FAP-57 de Plinia edulis.
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Figura 25. Espectros de RMN de 'H (300 MHZz) e de 13C (75 MHz) em DMSO-ds da
fracdo FAP-66 de Plinia edulis.
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Figura 26. Espectros de RMN de 'H (300 MHz) e de 13C (75 MHz) em DMSO-ds da
fracdo FAP-80 de Plinia edulis.



Resultados 109

7T 1 1 = 7 % - I - [/ @& - &t - 1 7
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Figura 27. Espectros de RMN de 'H (300 MHz) e de 13C (75 MHz) em DMSO-ds da
fracdo FAP-90 de Plinia edulis.
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Figura 28. Espectros de RMN de 'H (300 MHz) e de 13C (75 MHz) em DMSO-ds da
fracdo FAP-147 de Plinia edulis.
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Tabela 18. Dados (ppm) dos espectros de RMN de 'H (300 MHz) e de 3C (75 MHz)
em DMSO-ds da fragdo FAP-57 de Plinia edulis comparados a literatura.

Carbono H galato de etila 13C galato de etila
FAP-57* (CERUKS etal., 2007) FAP-57 (CERUKS et al., 2007)
1 - - 120,0 119,4
2 6,80 s 6,92 s 109,0 108,6
3 - - 146,0 145,6
4 - - 138,8 138,4
5 - - 146,0 145,6
6 6,80 s 6,92 s 109,0 108,6
7 - - 166,3 166,4
8 4,06 q (7,0) 4,18 q (7,2) 60,5 60,0
9 1,12 t (7,0) 1,251 (7,2) 14,7 14,3

*81 multiplicidade (J em Hz); s = singleto; t = tripleto; q = quarteto.

Tabela 19. Dados (ppm) dos espectros de RMN de H (300 MHz) e de 3C (75 MHz)
em DMSO-ds da fracdo FAP-66 de Plinia edulis comparados a literatura.

1 acido galico 13 acido galico
Carbono
EAP-66* (ALMEIDA, S. et al., 2005) EAP-66 (ALMEI;)OA(S,S?. etal.,
1 - - 120,9 120,7
2 6,78 s 7,08 s 109,2 109,1
3 - - 145,9 145,1
4 - - 138,5 138,3
5 - - 145,9 145,1
6 6,78 s 7,08 s 109,2 109,1
7 - - 168,0 169,1

*6n multiplicidade (J em Hz); s = singleto.
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Tabela 20. Dados (ppm) dos espectros de RMN de 'H (300 MHz) e de 3C (75 MHz)
em DMSO-ds da fragdo FAP-80 de Plinia edulis comparados a literatura.

1H quercitrina B3C quercitrina
Carbono
FAP-80* (BILIA et al., 1996) FAP-80 (BILIA et al., 1996)
2 - - 156,5 156,4
3 - - 134,3 134,4
4 - - 177,8 177,7
5 - - 157,3 157,0
6 6,19 d (2,0) 6,20 d (2,1) 98,7 98,6
7 - - 164,2 164,0
8 6,38 d (2,0) 6,36 d (2,1) 93,6 93,5
9 - - 161,3 161,2
10 - - 104,1 104,2
1 - - 120,8 120,3
2’ 7,29d (2,0) 7,33d (2,1) 115,5 115,4
3 - - 145,2 145,1
4 - - 148,5 148,3
5’ 6,86 d (8,5) 6,93 d (8,3) 115,7 115,8
6’ 7,24dd (2,0;8,5) 7,30dd (2,1; 8,3) 121,1 121,0
ramnose
1" 5,25d (1,5) 5,35d (1,8) 101,9 101,9
27 3,15-3,97m 3,20-3,82m 70,4 70,4
37 3,15-3,97m 3,20-3,82m 70,6 70,6
47 3,15-3,97m 3,20-3,82m 71,2 71,5
5" 3,15-3,97m 3,20-3,82m 70,1 70,1
6" 0,82 d (6,0) 0,95 d (6,2) 17,5 17,3

*6n multiplicidade (J em Hz); d = dubleto; dd = duplo dubleto; m = multipleto.
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Tabela 21. Dados (ppm) dos espectros de RMN de 'H (300 MHz) e de 3C (75 MHz)
em DMSO-ds da fragdo FAP-90 de Plinia edulis comparados a literatura.

1H miricitrina 13C miricitrina
Carbono
FAP-90* (BRACA et al., 2003) FAP-90 (BRACA et al., 2003)
2 - - 156,5 158,2
3 - - 134,3 1344
4 - - 177,8 178,0
5 - - 161,3 163,2
6 6,18 d (2,0) 6,12 d (2,0) 98,8 99,6
7 - - 164,4 165,4
8 6,35d (2,0) 6,38 d (2,0) 93,6 94,5
9 - - 157,5 157,5
10 - - 104,0 105,2
1’ - - 119,6 121,7
2 6,86 s 7,08 s 107,9 109,4
3 - - 145,8 146,8
4 - - 136,5 137,2
5 145,8 146,8
6’ 6,86 s 7,08 s 107,9 109,4
ramnose
1" 5,17 d (1,5) 5,32.d (1,8) 102,0 102,4
2" 3,13-3,96 m 3,27-3,89m 70,4 70,8
37 3,13-3,96m 3,27 - 3,89 m 70,6 71,0
4” 3,13-3,96 m 3,27-3,89m 71,3 71,8
5" 3,13-3,96m 3,27 - 3,89 m 70,1 70,5
6” 0,82 d (6,0) 0,98 d (6,5) 17,6 17,3

*6n multiplicidade (J em Hz); s = singleto; d = dubleto; m = multipleto.
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Tabela 22. Dados (ppm) dos espectros de RMN de 'H (300 MHz) e de 3C (75 MHz)
em DMSO-ds da fragdo FAP-147 de Plinia edulis comparados a literatura.

Carbono H quercetina 13C guercetina
FAP-147* (HARBORNE, 1994) FAP-147 (HARBORNE, 1994)
2 - - 146,8 146,9
3 - - 135,7 135,8
4 - - 175,8 175,9
5 12,41 (OH) 12,45 (OH) 160,7 160,8
6 6,11d (1,4) 6,20 d (2,1) 98,2 98,3
7 - - 163,9 164,0
8 6,33d (1,4) 6,42d (2,1) 93,3 93,5
9 - - 156,1 156,2
10 - - 103,0 103,1
1 - - 122,0 122,1
2’ 7,60d (1,4) 7,69d (2,1) 115,1 115,2
3 - - 145,1 145,1
4 - - 147,7 147,7
5 6,81 d (8,5) 6,90 d (8,5) 115,6 115,7
6’ 7,46 dd (1,4;8,5) 7,55dd(2,1;8,5) 120,0 120,1
*6n multiplicidade (J em Hz); d = dubleto; dd = duplo dubleto.
5.3. Doseamentos de Fendis Totais, Taninos e Flavondides nas Fracdes

Polares (FA e FM)

A fracdo de acetato de etila (FA) obtida por particio do extrato
etanol/agua (70%) liofilizado de P. edulis apresentou teores superiores de fenois
totais e flavonoides comparativamente a fracdo de metanol (FM), enquanto que FM

apresentou maior quantidade de taninos. Os teores estdo expressos na Tabela 23.
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As figuras 29 e 30 ilustram as retas de linearidade dos padrdes de acido

gdlico e de acido tanico com as equacdes dos graficos e valores de r? para célculo

do teor de fendlicos totais e taninos, respectivamente.

absorbancia (760 nm)
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Figura 29. Gréfico do padrao de acido galico utilizado no doseamento de fendis

totais pelo método de Folin-Ciocalteau.

absorbancia (520 nm)
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Figura 30. Grafico do padrdo de acido tanico utilizado no doseamento de taninos

pelo método de precipitagcdo com albumina do soro bovino.
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Tabela 23 — Teores de fendis totais, flavondides e taninos nas fracdes de acetato de
etila (FA) e de metanol (FM) de Plinia edulis.

FA FM
Fendis Totais 52,16 + 0,36% 45,26 + 0,92%
Flavondides 10,81 + 0,08% 0,07 £ 0,01%
Taninos 28,31 + 0,15% 43,90 + 0,22%
5.4. Atividade Antioxidante
5.4.1. Avaliacdo do Potencial Antioxidante in vitro - Ensaio com DPPH

Tanto o extrato etanol/agua (70%) liofilizado de P. edulis (EEAL) como as
fracbes de acetato de etila (FA) e de metanol (FM) apresentaram atividade
antioxidante superiores a da rutina utilizada como padrdao no ensaio com o DPPH. A
FA e FM apresentaram atividade antioxidante superiores a do EEAL.

A tabela 24 expressa a concentracao efetiva 50% (CEso) da rutina, do
EEAL, da FA e da FM com os respectivos valores de desvio padréo, enquanto que a

figura 31 mostra o grafico da atividade antioxidante das amostras.
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Tabela 24 — Concentracéo da rutina, do extrato etanol/agua (70%) liofilizado de
Plinia edulis (EEAL) e das fracdes de acetato de etila (FA) e de metanol (FM) com
capacidade antioxidante de 50 % (CEso) no ensaio com o radical 2,2-difenil-1-picril

hidrazila (DPPH).

CEso (ug/mL) Desvio Padrao (ug/mL)
rutina 7,92 0,51
EEAL 5,75 0,37
FA 2,49 0,14
FM 2,49 0,11

Atividade Antioxidante no Ensaio com DPPH
100

Atividade Antioxidante (%)

Concentragdo (ng/mL)

Figura 31. Grafico da atividade antioxidante da rutina (RUT), do extrato etanol/agua
(70%)) liofilizado de Plinia edulis (EEAL) e das fracGes de acetato de etila (FA) e de
metanol (FM) no ensaio com o radical 2,2-difenil-1-picril hidrazila (DPPH). A
atividade antioxidante expressa em porcentagem foi calculada como média de trés
leituras + desvio padréo.
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5.4.2. Avaliacdo do Potencial Antioxidante in vitro - Ensaio da Capacidade

de Absorcédo do Radical de Oxigénio (ORAC)

Tendo em vista que o valor de ORAC é sempre calculado em
equivalentes de Trolox, a validacdo do método e a obtencdo da equacédo da reta do
padréao de Trolox sdo fundamentais para a avaliacdo da amostra.

Tanto o Trolox como o EEAL protegeram a fluoresceina, como observado
nas curvas de cinética de decaimento da fluorescéncia, de forma dependente da
concentracdo (Figuras 32 e 33). A concentracdo mais alta do EEAL (20 pg/mL)
apresentou protecao total da fluoresceina por mais de 10 minutos, antes que a
intensidade de fluorescéncia comecasse a decair, enquanto que a concentracao
mais baixa (5 pg/mL) protegeu a fluoresceina por apenas alguns segundos.

A figura 34 ilustra a reta de linearidade do padréo de Trolox com valor de
r> e com a equacdo do grafico para célculo do valor relativo de ORAC que, para o

EEAL foi de 3948 + 225 umol de Trolox/g de extrato.
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Figura 32. Grafico das curvas do decaimento da fluorescéncia na presenca de
diferentes concentra¢des do padrao de Trolox no ensaio da capacidade de absorgéo
do radical de oxigénio (ORAC).
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Figura 33. Gréfico das curvas do decaimento da fluorescéncia na presenca de
diferentes concentracfes do extrato etanol/agua (70%) liofilizado de Plinia edulis
(EEAL) no ensaio da capacidade de absor¢éo do radical de oxigénio (ORAC).
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Figura 34. Gréfico do padréo de Trolox utilizado na avaliacdo da atividade
antioxidante no ensaio da capacidade de absorcao do radical de oxigénio (ORAC).
AUC = Area sob a curva de decaimento de fluorescéncia.

5.5. Atividade Antitlcera Aguda

5.5.1. Avaliacdo Dose/Resposta do EEAL

Na avaliacdo da atividade antitlcera aguda, o extrato etanol/agua (70%)
liofilizado de P. edulis (EEAL) apresentou atividade protetora extremamente
significativa nas trés doses empregadas, em relacdo ao grupo controle,
considerando a Area Total de Les&o e a Area Relativa de Les&o (p < 0,001) (Figuras
35 e 36).

N&o foi verificada diferenca significativa entre as doses utilizadas (100,

200 e 400 mg/kg). Em todas as concentracdes, o EEAL apresentou maior atividade
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protetora comparativamente ao lansoprazol, sendo que na maior dose utilizada (400
mg/kg), houve diferenca significativa comparativamente ao padrdo (p < 0,05)
(Figuras 35 e 36).

O extrato de P. edulis, nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg, foi capaz de
reduzir a Area Total de Lesdo em 73,82%, 88,64% e 98,11% e reduziu a Area
Relativa de Lesdo em 73,68%, 89,47% e 100,00% comparativamente ao controle no

modelo utilizado.

Area Total de Les&o
mm?
400 -
350 + -|-
300 -+
250 +
200 i * k%
150 - T Kkk
100 7 T * k% #
50 A T *kkx
0 T T T T 1
controle lansoprazol 100 200 400
EEAL Plinia edulis (mg/kg)

Figura 35. Avaliacdo dose/resposta da Area Total de Les&o no ensaio antitilcera
agudo com modelo de induc¢éo por acido cloridrico e etanol ap6s a administracao via
oral de agua (controle), 30 mg/kg de lansoprazol, 100, 200 e 400 mg/kg de extrato
etanol/agua liofilizado de Plinia edulis (EEAL). Os valores sdo expressos como a
média + erro padrédo (n = 7). **P < 0,001 = resultado extremamente significativo
comparativamente ao controle. #P < 0,05 = resultado significativo comparativamente
ao lansoprazol.
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Figura 36. Avaliagdo dose/resposta da Area Relativa de Les&o no ensaio antitilcera
agudo com modelo de inducao por acido cloridrico e etanol apds a administracao via
oral de 4gua (controle), 30 mg/kg de lansoprazol, 100, 200 e 400 mg/kg de extrato
etanol/agua liofilizado de Plinia edulis (EEAL). Os valores sdo expressos como a
média * erro padrdo (n = 7). *P < 0,001 = resultado extremamente significativo
comparativamente ao controle. #P < 0,05 = resultado significativo comparativamente
ao lansoprazol.

5.5.2. Avaliacdo das Fracdes e do Acido ursélico

Entre as fragBes analisadas, a de hexano (FH) apresentou maior eficacia
tanto em relacdo a avaliagdo da area total de lesdo (reducédo de 68,08%) como na
avaliacdo da area relativa de lesédo (reducdo de 65,02%) (Figuras 37 e 38), com
atividade muito significativa comparativamente ao controle (P < 0,01). As fracdes de
acetato de etila (FA) e de metanol (FM) apresentaram atividade significativa (P <
0,05) comparativamente ao controle em ambos 0s parametros avaliados. Embora os
animais tratados com o &cido ursolico e com a fragéo de diclorometano (FD) tenham
apresentado reducéo na area total de leséo (26,06% e 43,32% respectivamente), 0s

resultados ndo foram estatisticamente diferentes do grupo controle.
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Figura 37. Avaliagdo da Area Total de Les&o das fracbes de Plinia edulis e do acido
ursélico no ensaio antitlcera agudo com modelo de inducao por acido cloridrico e
etanol apos a administracdo via oral de agua (controle), 30 mg/kg de lansoprazol, 50
mg/kg de &cido ursélico e 100 mg/kg de extrato etanol/agua liofilizado (EEAL) e das
fracGes de hexano (FH), de diclorometano (FD), de acetato de etila (FA) e de
metanol (FM). Os valores sdo expressos como a media * erro padréo (n = 7). Os
asteriscos indicam o nivel de significAncia comparativamente ao controle. ***P <
0,001; ** P < 0,01; *P < 0,05.
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Figura 38. Avaliacdo da Area Relativa de Les&o das frages de Plinia edulis e do
acido ursolico no ensaio antitlcera agudo com modelo de inducéo por acido
cloridrico e etanol apds a administragéo via oral de solu¢cdo aquosa de Tween 80
(5%) (controle), 30 mg/kg de lansoprazol, 50 mg/kg de acido ursolico e 100 mg/kg de
extrato etanol/dgua liofilizado (EEAL) e das fracdes de hexano (FH), de
diclorometano (FD), de acetato de etila (FA) e de metanol (FM). Os valores sao
expressos como a média + erro padréo (n = 7). Os asteriscos indicam o nivel de
significancia comparativamente ao controle. **P < 0,001; ** P < 0,01; *P < 0,05.
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5.6. Citotoxicidade

5.6.1. Citotoxicidade a Células CHO

A citotoxicidade da solucdo aquosa de DMSO usada na diluicdo das
amostras (controle) foi significativa até a concentracao final de 0,31% de DMSO.
Deste modo, a citotoxicidade das amostras s6 foi avaliada nas diluicdes
subsequentes do EEAL e das fracBes FA e FM (concentracao final maxima de 15,63
ug/mL).

As amostras apresentaram perfis de citotoxicidade muito semelhantes,
embora o EEAL tenha se apresentado ligeiramente mais toxico, seguido de FM e
FA. A Tabela 25 apresenta os valores de DLso obtidos e a Figura 39 apresenta as
curvas de citotoxicidade das amostras.

Nas concentragbes menores (0,98 ug/mL e 1,95 pg/mL), todas as
amostras apresentaram atividade proliferativa extremamente significativa (P < 0,001)
comparativamente ao controle (solucdo agquosa de DMSO usada nas diluicées das
amostras) e o mesmo ocorreu na concentracao final de 3,91 ug/mL de FA (Figura

39).



Resultados 125

Tabela 25 — Concentragdo do extrato etanol/agua (70%) liofilizado de Plinia edulis
(EEAL) e das fracOes de acetato de etila (FA) e de metanol (FM) com citotoxicidade
de 50% em relag&o ao controle (DLso) no ensaio com cultura de células de ovario de

hamster chinés (CHO)

DLso (ug/mL) Desvio Padrao (ug/mL)
EEAL 3,68 0,32
FA 9,68 0,26
FM 5,90 0,46

Citotoxicidade em Células CHO
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Figura 39. Citotoxicidade da solucdo aquosa de DMSO usada na diluicdo das
amostras (controle), do extrato etanol/agua (70%)) liofilizado de Plinia edulis (EEAL) e
das fracOes de acetato de etila (FA) e de metanol (FM) no ensaio com cultura de
células de ovario de hamster chinés (CHO). A viabilidade celular expressa em
porcentagem foi calculada como média de quatro leituras + desvio padréo.

*P < 0,001 = resultado extremamente significativo comparativamente ao controle.
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5.6.2. Citotoxicidade a Células Tumorais

As Figuras 40 a 45 representam os graficos de concentracdo-resposta do
EEAL, das fracdes obtidas por particdo e do padrdo de doxorrubicina sobre as
linhagens tumorais, relacionando a porcentagem de crescimento das células e a
concentracdo de extrato utilizado.

Na concentracdo de 0,25 ug/mL o EEAL apresentou atividade citostatica
apenas para a linhagem de mama (MCF-7). Na maior concentragao (250 ug/mL) o
EEAL apresentou atividade citostatica com inibicdo do crescimento superior a 50%
para a linhagem neoplasica de pulmao (NCI-460) e com inibicdo do crescimento de
100% para leucemia (K-562). Nesta concentracdo apresentou atividade citocida para

todas as outras linhagens (Figura 40).
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Figura 40. Citotoxicidade do extrato etanol/agua (70%) liofilizado de Plinia edulis
(EEAL) no ensaio com cultura de células neoplasicas humanas de melanoma
(UACC-62), mama (MCF-7), mama com fenotipo de resisténcia a multiplos farmacos
(NCI-ADR), rim (786-0), pulméao (NCI-460), préstata (PC-03), ovario (OVCAR-03),
colon (HT-29) e leucemia (K-562). A viabilidade celular expressa em porcentagem foi
calculada como média de trés leituras + desvio padréo.



Resultados 127

A fracdo FH apresentou, na concentracdo de 0,25 ug/mL, atividade
citostatica com inibicdo do crescimento superior a 50% para 786-0 e atividade
citocida para MCF-7. Na maior concentracao (250 ug/mL) a FH apresentou atividade
citostatica com inibicdo do crescimento abaixo de 50% para NCI-ADR e NCI-460 e
com inibicdo do crescimento de 100% para K-562, apresentando atividade citocida

para todas as outras linhagens (Figura 41).
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Figura 41. Citotoxicidade da fracdo de hexano de Plinia edulis (FH) no ensaio com
cultura de células neoplésicas humanas de melanoma (UACC-62), mama (MCF-7),
mama com fendtipo de resisténcia a multiplos farmacos (NCI-ADR), rim (786-0),
pulméo (NCI-460), préstata (PC-03), ovario (OVCAR-03), célon (HT-29) e leucemia
(K-562). A viabilidade celular expressa em porcentagem foi calculada como média
de trés leituras + desvio padrao.

Na concentracdo de 0,25 pg/mL a fragdo FD apresentou atividade
citostatica para K-562 e atividade citocida para MCF-7. Na maior concentracdo (250
ug/mL) FD apresentou atividade citocida para todas as linhagens (Figura 42).

A fracdo FA apresentou, na concentracdo de 0,25 ug/mL, atividade
citostatica com inibicdo do crescimento de 100% apenas para MCF-7. Na maior

concentracdo (250 pg/mL) a FA apresentou atividade citostatica com inibicdo do

crescimento abaixo de 50% para K-562 e OVCAR-03 e com inibicdo do crescimento
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de 100% para NCI-460,

linhagens (Figura 43).
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Figura 42. Citotoxicidade da fracéo de diclorometano de Plinia edulis (FD) no ensaio
com cultura de células neoplasicas humanas de melanoma (UACC-62), mama
(MCF-7), mama com fenétipo de resisténcia a multiplos farmacos (NCI-ADR), rim
(786-0), pulméao (NCI-460), prostata (PC-03), ovario (OVCAR-03), colon (HT-29) e
leucemia (K-562). A viabilidade celular expressa em porcentagem foi calculada como
média de trés leituras + desvio padréo.
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Figura 43. Citotoxicidade da fracao de acetato de etila de Plinia edulis (FA) no
ensaio com cultura de células neoplasicas humanas de melanoma (UACC-62),
mama (MCF-7), mama com fenaotipo de resisténcia a multiplos farmacos (NCI-ADR),
rim (786-0), pulmao (NCI-460), prostata (PC-03), ovario (OVCAR-03), colon (HT-29)
e leucemia (K-562). A viabilidade celular expressa em porcentagem foi calculada
como média de trés leituras + desvio padrao.
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Na concentracdo de 25 ug/mL a fracdo FM apresentou atividade
citostatica para UACC-62 e MCF-7. Na maior concentracdo (250 pg/mL) FM
apresentou atividade citocida para todas as linhagens, com excecdo de K-562
(Figura 44).
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Figura 44. Citotoxicidade da fracdo de metanol de Plinia edulis (FM) no ensaio com
cultura de células neoplésicas humanas de melanoma (UACC-62), mama (MCF-7),
mama com fenotipo de resisténcia a multiplos farmacos (NCI-ADR), rim (786-0),
pulmao (NCI-460), préstata (PC-03), ovario (OVCAR-03), cblon (HT-29) e leucemia
(K-562). A viabilidade celular expressa em porcentagem foi calculada como média
de trés leituras + desvio padréo.

A doxorrubicina apresentou, na concentracdo de 0,25 ug/mL, atividade
citostatica para UACC-62, 786-0, PCO-03 e K-562 e atividade citocida para MCF-7.
Na maior concentracdo (250 pug/mL) apresentou atividade citocida para todas as

linhagens, com excecéao de OVCAR-03 (Figura 45).
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Doxorrubicina
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Figura 45. Citotoxicidade da doxorrubicina no ensaio com cultura de células
neoplasicas humanas de melanoma (UACC-62), mama (MCF-7), mama com
fenotipo de resisténcia a multiplos farmacos (NCI-ADR), rim (786-0), pulméo (NCI-
460), prostata (PC-03), ovario (OVCAR-03), colon (HT-29) e leucemia (K-562). A
viabilidade celular expressa em porcentagem foi calculada como média de trés
leituras + desvio padréo.

As Tabelas 26-28 expressam as faixas de concentracdo que promoveram
inibicdo do crescimento de 50% (ICso) inibicdo total do crescimento (ITC) e morte

celular de 50% (DLso) para cada linhagem celular e cada amostra.
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Tabela 26 — Avaliacdo da citotoxicidade do extrato etanol/agua (70%) liofilizado
(EEAL) e da frac&do de hexano (FH) de Plinia edulis em linhagens neoplasicas
humanas de melanoma (UACC-62), mama (MCF-7), mama com fenoétipo de

resisténcia a multiplos farmacos (NCI-ADR), rim (786-0), pulm&o (NCI-460), prostata

(PC-03), ovario (OVCAR-03), colon (HT-29) e leucemia (K-562).

Linhagens Inibicdo do Crescimento Inibicéo Total do Dose Letal 50% (DLso)
50% (ICso) (ng/mL) Crescimento (ITC) (ng/mL) (ng/mL)
EEAL
UACC-62 2,5<1Cs0 <25 25<ITC <250 25 < DLso < 250
MCF-7 0,001 <1Cs0 < 0,25 0,001 <ITC<0,25 25 < DLso < 250
NCI-ADR 2,5<ICs0< 25 25 <ITC <250 DLso > 250
786-0 25 < 1Cs0 < 250 25<ITC < 250 25 < DLso < 250
NCI-460 25 < 1Cs0 < 250 ITC > 250 DLso > 250
PC-03 25 < 1Cs0 < 250 25<ITC < 250 25 < DLsp < 250
OVCAR-03 25 < 1Cs0 < 250 25<ITC < 250 25 < DLso < 250
HT-29 25 < 1Cs0 < 250 25<ITC < 250 25 < DLsp < 250
K-562 25 < 1Cs0 < 250 25<ITC < 250 DLso > 250
FH

UACC-62 25 < 1Cs0 < 250 25<ITC < 250 25 < DLso < 250
MCF-7 0,001 < I1Cs0 < 0,25 0,001 <ITC<0,25 25 < DLsp < 250
NCI-ADR 2,5<1Cs5 <25 ITC > 250 DLso > 250
786-0 25 < 1Cs0 < 250 25<ITC <250 25 < DLsp < 250
NCI-460 25 < 1Cs0 < 250 ITC > 250 DLso > 250
PC-03 0,25<1Cs0< 2,5 25<ITC<25 25 < DLso < 250
OVCAR-03 25 < 1Cs0 < 250 25<ITC < 250 DLso > 250
HT-29 25 < 1Cs0 < 250 25<ITC < 250 25 < DLso < 250
K-562 0,001 < ICs0 < 0,25 25<ITC < 250 DLso > 250

Destaque para as linhagens em que ocorreu atividade mais pronunciada.



Resultados

132

Tabela 27 — Avaliacdo da citotoxicidade das frac6es de diclorometano (FD) e de

acetato de etila (FA) de Plinia edulis em linhagens neoplasicas humanas de
melanoma (UACC-62), mama (MCF-7), mama com fenoétipo de resisténcia a

multiplos farmacos (NCI-ADR), rim (786-0), pulmé&o (NCI-460), prostata (PC-03),
ovario (OVCAR-03), colon (HT-29) e leucemia (K-562).

Linhagens Inibicdo do Crescimento Inibicéo Total do Dose Letal 50% (DLso)
50% (ICs0) (ng/mL) Crescimento (ITC) (ng/mL) (ng/mL)
FD
UACC-62 2,5<1Cs0 <25 25<ITC <250 25 < DLso < 250
MCF-7 0,001 < 1Cs0 < 0,25 0,001 <ITC<0,25 DLso > 250
NCI-ADR 25 < 1Cs0 < 250 25<ITC < 250 25 < DLsp < 250
786-0 25 < 1Cs0 < 250 25<ITC < 250 25 < DLso < 250
NCI-460 25 < 1Cs0 < 250 25<ITC < 250 25 < DLso < 250
PC-03 2,5<ICs0< 25 25 <ITC <250 25 < DLsp < 250
OVCAR-03 25 < 1Cs0 < 250 25<ITC < 250 25 < DLso < 250
HT-29 25 < 1Cs0 < 250 25<ITC < 250 25 < DLsp < 250
K-562 0,001 < 1Cs0 < 0,25 25<ITC < 250 25 < DLso < 250
FA

UACC-62 2,5<1Cs5 <25 25<ITC<25 25 < DLso < 250
MCF-7 0,001 < ICs0 < 0,25 0,001 <ITC<0,25 25 < DLsp < 250
NCI-ADR 2,5<1Cs5 <25 25<ITC < 250 25 < DLso < 250
786-0 2,5 <1Cs0 < 25 25 <ITC <250 25 < DLsp < 250
NCI-460 2,5<1Cs0 < 25 25 <ITC <250 DLso > 250
PC-03 0,25<1Cs0< 2,5 25<ITC < 250 25 < DLso < 250
OVCAR-03 25 < 1Cs0 < 250 ITC > 250 DLso > 250
HT-29 2,5<1Cs5 <25 25<ITC<25 25 < DLso < 250
K-562 0,25 <1Cs0 < 2,5 ITC > 250 DLso > 250

Destaque para as linhagens em que ocorreu atividade mais pronunciada.
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Tabela 28 — Avaliacdo da citotoxicidade da fragcao de metanol (FM) de Plinia edulis e
da doxorrubicina (padrédo) em linhagens neoplésicas humanas de melanoma (UACC-
62), mama (MCF-7), mama com fenotipo de resisténcia a multiplos farmacos (NCI-
ADR), rim (786-0), pulmao (NCI-460), préstata (PC-03), ovario (OVCAR-03), célon

(HT-29) e leucemia (K-562).

Linhagens Inibicdo do Crescimento Inibicéo Total do Dose Letal 50% (DLso)
50% (ICso) (ng/mL) Crescimento (ITC) (ug/mL) (ng/mL)
FM
UACC-62 2,5<1Cs0 <25 25<ITC <250 25 < DLso < 250
MCF-7 2,5<1Cs5 <25 25 <ITC < 250 25 < DLso < 250
NCI-ADR 25 < 1Cs0 < 250 25<ITC < 250 25 < DLsp < 250
786-0 25 < 1Cs0 < 250 25<ITC < 250 25 < DLso < 250
NCI-460 25 < 1Cs0 < 250 25<ITC < 250 25 < DLso < 250
PC-03 25 < 1Cs0 < 250 25<ITC < 250 25 < DLsp < 250
OVCAR-03 25 < 1Cs0 < 250 25<ITC < 250 25 < DLso < 250
HT-29 25 < 1Cs0 < 250 25<ITC < 250 25 < DLsp < 250
K-562 25 < 1Cs0 < 250 ITC > 250 DLso > 250
doxorrubicina
UACC-62 0,001 < 1Cs0 < 0,25 0,001 <ITC<0,25 0,25<DLs0 < 2,5
MCF-7 0,001 < ICs0 < 0,25 0,001 <ITC<0,25 0,25 <DLsp<2,5
NCI-ADR 0,25<1Cs0< 2,5 25<ITC<25 25 < DLso < 250
786-0 0,001 < ICs0 < 0,25 0,25<ITC<2,5 2,5 <DLso <25
NCI-460 0,25<1Cs0< 2,5 25<ITC<25 DLso > 250
PC-03 0,001 <1Cs0 < 0,25 0,25<ITC<2,5 2,5<DLso < 25
OVCAR-03 2,5<1Cs0 < 25 ITC > 250 DLso > 250
HT-29 0,25<1Cs0< 2,5 25<ITC<25 2,5<DLso < 25
K-562 0,001 < ICs0 < 0,25 0,25<ITC<2,55 25 < DLsp < 250

Destaque para as linhagens em que ocorreu atividade mais pronunciada.
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5.7. Mutagenicidade — Teste de Ames

Nos ensaios de Ames, o EEAL apresentou-se como causador de indicios
de mutagenicidade para as linhagens TA97A e TA98 com e sem ativacdo
metabdlica. No entanto, em todos os experimentos realizados, o EEAL nao foi
efetivamente mutagénico em nenhuma das concentracdes empregadas. As tabelas

29 e 30 apresentam os resultados obtidos.

Tabela 29. Avaliacao da atividade mutagénica no ensaio de Ames com as linhagens
TA97a e TA98 de Salmonella typhimurium expostas a 5 diferentes doses do extrato
etanol/agua (70%) liofilizado (EEAL) de Plinia edulis, com (+S9) ou sem (-S9)
ativacado metabdlica. Os valores sao expressos pela média do numero de revertentes
(n = 3) + desvio padrao e pela razdo de mutagenicidade (RM) (valor entre

parénteses).
n° de revertentes/placa (RM)
gggcf?r:gfggc‘g TA97a TA98
-S9 +S9 -S9 +S9
Controle negativo 107 +1 214 +13 25+2 77+6
20,0 192 + 3 (1,8)** 209 + 9 (1,0) 31+5(1,3) 101 + 2 (1,3)*
15,0 195 + 13 (1,8)* 295 + 4 (1,4)** 48 + 2 (1,9)* 90 +4 (1,2)
10,0 180 + 7 (1,7)** 263 +8 (1,2)* 42 2 (1,7)* 89 +2(1,2)
5,0 166, 7 (1,6)** 328 + 6 (1,5)** 30+2(1,2) 88+1(1,1)
2,5 175 + 10 (1,6)* 301 + 8 (1,3)** 25+ 2 (1,0) 69 +1 (0,9)
Controle positivo 1716 + 69 1547 + 27 2509 + 46 1352 + 66

Controle negativo: dimetilsulfoxido (100 pL/placa); Controle positivo: 4-nitro-o-
fenilenodiamina (10,0 pg/placa) (-S9) e 2-antramina (0,13 ug/placa) (+S9). *P < 0,05
(ANOVA); **P < 0,01 (ANOVA).
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Tabela 30. Avaliacao da atividade mutagénica no ensaio de Ames com as linhagens
TA100 e TA102 de Salmonella typhimurium expostas a 5 diferentes doses do extrato
etanol/agua (70%) liofilizado (EEAL) de Plinia edulis, com (+S9) ou sem (-S9)
ativacdo metabdlica. Os valores sao expressos pela média do numero de revertentes
(n = 3) + desvio padréo e pela razdo de mutagenicidade (RM) (valor entre

parénteses).
n° de revertentes/placa (RM)
Concentracdo de
EEAL (mg/placa) TA100 TA102
-S9 +S9 -S9 +S9
Controle negativo 144 +5 127 +7 244 + 24 363+9
20,0 115+ 7 (0,8) 136+ 7 (1,1) 237 £ 9 (1,0) 380+ 8 (1,0)
15,0 156 + 11 (1,1) 133+8(1,1) 280+ 8 (1,1) 320+ 13(0,9)
10,0 121 +1(0,8) 133+4(1,1) 296 + 18 (1,2) 363 + 15 (1,0)
5,0 131 +7(0,9) 137 +6 (1,1) 373+4(1,5) 353+ 17 (1,0)
2,5 126 + 4 (0,9) 124 +5 (1,0) 313+12(1,3) 354 +13(1,0)
Controle positivo 784 +7 1696 + 62 2324 +119 1637 £ 20

Controle negativo: dimetilsulfoxido (100 pL/placa); Controle positivo: azida sodica
(1,3 ug/placa) para TA 100 (-S9); mitomicina (0,5 ug/placa) para TA102 (-S9); 2-
antramina (0,13 pg/placa) (+S9).
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“As vezes tenho a impresséo de que escrevo por simples curiosidade intensa. E que,
ao escrever, eu me dou as mais inesperadas surpresas. E na hora de escrever que
muitas vezes fico consciente de coisas, das quais, sendo inconsciente, eu antes nao

sabia que sabia.”

Clarice Lispector
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6. DISCUSSAO

As plantas medicinais tém contribuido com diferentes compostos para o
tratamento de Ulceras pépticas tais como a carbenoxolona, gefarnato e a teprenona
(SANCHEZ et al., 2006). Neste sentido, pode-se afirmar que o reino vegetal oferece
uma fonte inesgotavel para a descoberta de novos farmacos e de moléculas
protétipo para a sintese de substancias antiulcerogénicas ou, ainda, que sirvam
como adjuvantes as terapias existentes (ARRIETA et al.,, 2003; BORRELLI; 1ZZO,
2000).

Mirtdceas empregadas em hiperacidez estomacal e Ulceras submetidas a
estudos in vivo e in vitro confirmam a efichcia de espécies da familia na
gastroprotecdo e no combate ao Helicobacter pylori (LI et al., 2005; MARKMAN,;
BACCHI; KATO, 2004; SANDOVAL; MELCHOR; OKUHAMA, 2001; HOEHNE,
1939).

P. edulis, embora utilizada na medicina popular para o tratamento de
distarbios gastricos (CRAVO, 2003; NASCENTE, 2008; GONSALVES, 2002) foi
pouco estudada qumicamente (APEL et al., 2006; BELESKI-CARNEIRO et al.,
2000). As mirtaceas, por sua vez, apresentam classes de substancias de interesse
farmacoldgico, tais como flavondides, taninos e triterpenos que podem ser
relacionadas ao uso como antiulcerogénico (SANCHEZ et al., 2006; PARK et al.,
2004).

Assim, a abordagem quimiossistematica e etnofarmacologica conduziu a
realizacdo dos estudos de gastroprotecao, utilizando-se o modelo de indugcdo com

etanol acidificado. Na tentativa de mimetizar condicbes agudas de agressdo a



Discussao 140

mucosa e promover a formacao de Ulceras gastricas, este modelo € amplamente
utilizado (OLIVEIRA et al., 2004a).

Neste ensaio, € avaliada a atividade gastroprotetora de extratos vegetais
(SUFFREDINI, BACCHI e SERTIE, 1999). O etanol, agente agressor, remove a
camada de muco, expondo a mucosa ao suco gastrico e induzindo a formacao de
Ulcera, enquanto o acido cloridrico apenas acelera o processo (RANG et al., 2008;
SUFFREDINI, BACCHI e SERTIE, 1999).

O &cido cloridrico e o etanol participam também de outros mecanismos na
formacéo de lesGes da mucosa, como a diminui¢do do fluxo sanguineo gastrico, que
contribui para o desenvolvimento de hemorragia e necrose . O conjunto dessas
acles resulta em um aumento do fluxo de ions soédio e potassio, aumento da
secrecdo de pepsina e perda de ions de hidrogénio e histamina para o liumen
gastrico (BATISTA et al., 2004).

Na avaliagcdo da atividade gastroprotetora de P. edulis, o modelo foi
padronizado com o uso de ratas, ja que a escolha do sexo dos animais parece nao
influenciar a formacdo de ulceras induzidas por etanol acidificado (GUARALDO;
SERTIE; BACCHI, 2001; SUFFREDINI; BACCHI; SERTIE, 1999).

A escolha das doses utilizadas para esse ensaio antitlcera baseou-se na
literatura (MARTINS; LIMA; RAO, 2002; LIU et al., 2001; PAIVA et al., 1998) e na
sugestdo de doses correlacionadas ao uso tradicional apresentada por Schmeda-
Hirschmann e Yesilada (2005), que preconizam a utilizacdo de doses de 100 a 300
mg/kg de extratos brutos por via oral.

Os antagonistas dos receptores H2 de histamina, como, por exemplo, a
cimetidina e a ranitidina, inibem a secrecdo de acido estimulada pela gastrina,

acetilcolina e histamina; consequentemente, reduzem a secrecao de pepsina, devido
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a diminuicado do volume do suco gastrico (RANG et al., 2008). Estes farmacos séo,
portanto, inativos no modelo experimental utilizado, tendo em vista que o indutor € o
proprio etanol acidificado administrado por via oral (SUFFREDINI; BACCHI; SERTIE,
1999).

Desta forma, o farmaco usado como referéncia para o ensaio foi o
lansoprazol, um inibidor da bomba de prétons que atua por meio da inibicao
irreversivel da K*/H*-ATPase, inativo em pH neutro mas que se acumula
preferencialmente em areas de pH muito baixos, onde € ativado (RANG et al., 2008).

A secrecado de acido s6 é reiniciada apds a sintese de novas moléculas
da bomba e insercdo na membrana parietal. Assim, os inibidores da bomba de
prétons promovem a inibicdo prolongada da secrecado acida, independente de outros
fatores estimulantes (GOODMAN et al., 2007).

Embora nenhuma das fracfes tenha apresentado maior atividade que o
extrato etanol/agua (70%) liofilizado (EEAL) no modelo utilizado, selecionou-se a
fracdo de hexano (FH), com a segunda maior atividade gastroprotetora, para o
fracionamento em coluna.

A presenca dos triterpenos isolados e identificados em FH é coerente com
a pressao predatoria e os solos ricos em cloreto de sédio da Mata Atlantica, na qual
P. edulis foi coletada (TONHASCA Jr., 2005), além de justificar a atividade
gastroprotetora de FH.

Os triterpenos apresentam atividade antidlcera em varios modelos in vivo,
0 que sugere diferentes mecanismos envolvidos na gastroprotecdo (SANCHEZ et
al., 2006; RODRIGUEZ; ASTUDILLO; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2003).

Estudos indicam que a atividade gastroprotetora de triterpenos esta

relacionada a um aumento dos mecanismos de defesa da mucosa gastrica
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(capacidade cicatrizante, aumento do conteddo de prostaglandinas e aumento da
resisténcia ao estresse oxidativo) e ndo a uma diminuicdo dos fatores de agresséo,
como a secrecdo gastrica (SANCHEZ et al., 2006; RODRIGUEZ et al., 2005;
OLIVEIRA et al., 2004a; RODRIGUEZ; ASTUDILLO; SCHMEDA-HIRSCHMANN,
2003).

Um dos farmacos pioneiros no tratamento de Ulceras gastricas, a
carbenoxolona (Figura 46), um derivado de triterpeno, tem como principal
mecanismo de acdo o aumento de prostaglandinas devido a inibicdo das enzimas
cataliticas  15-hidroxi-PG-desidrogenase e  13-PG-redutase (RODRIGUEZ;
ASTUDILLO; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2003). Outros fatores, tais como o

conteudo de o6xido nitrico e de glutationa reduzida, parecem contribuir na atividade

(NAVARRETE et al., 2005).

acido glicirrético: R = H
carbenoxolona: R = CO(CH,),CO,H

Figura 46. Estruturas do &cido glicirrético e da carbenoxolona.

Uma mistura de o- e B-amirinas apresentou atividade significativa na
reducdo de ulceragbes induzidas por etanol, com gastroprotecdo de 50,7%
comparativamente ao grupo controle em uma dose de 100 mg/kg (NAVARRETE;

TREJO-MIRANDA; REYES-TREJO, 2002). No mesmo ensaio, 0 B-sitosterol foi
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ainda mais ativo, com gastroprotecdo de 85,7%, na mesma dose de 100 mg/kg
(NAVARRETE; TREJO-MIRANDA; REYES-TREJO, 2002).

Outro triterpeno, o0 &cido oleandlico, apresentou gastroprotecao
significativa (88,8%) comparativamente ao grupo controle, em uma dose de 30
mg/kg em ensaio com inducdo de etanol (ARRIETA et al., 2003). Nos ensaios de
inducdo de Ulcera por ligacdo de piloro, por aspirina e por etanol acidificado, a
atividade apresentada também foi muito significativa (P < 0,01) na protecdo dos
estbmagos de animais tratados com doses de 50 a 200 mg/kg (ASTUDILLO;
RODRIGUEZ; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2002).

No modelo de inducdo de Ulceras crbnicas por acido acético, o acido
oleandlico foi capaz de promover a diminuicdo das lesdes, com taxas de remissao
de 54,5% e 76,0% em doses de 50 e 100 mg/kg, respectivamente (RODRIGUEZ;
ASTUDILLO; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2003).

Tendo em vista que o &cido oleandlico apresenta atividade antitlcera nos
modelos que empregam aspirina e indometacina, foi proposto que o mecanismo de
acdo possa relacionar-se ao aumento nos niveis de prostaglandinas in vivo
(RODRIGUEZ; ASTUDILLO; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2003).

O etanol, empregado no modelo de inducdo de Ulceras, diminui 0s niveis
de tidis ndo protéicos (na forma de glutationa reduzida) nos tecidos do estdmago, e
a manutencao destes niveis parece ser importante na gastroprotecao, considerando
gue estes compostos sdo substratos para radicais livres (OLIVEIRA et al., 2004a). A
diminuicdo desses niveis pode ser ocasionada por oxidacdo da glutationa por
metabolitos tdéxicos gerados apos a inducdo por etanol, ou ainda pela ligacdo da
glutationa ao acetaldeido formado por meio da oxidacdo do agente necrosante pela

atividade da enzima alcool desidrogenase (LA CASA et al., 2000).
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A reducdo dos niveis de glutationa pode aumentar o dano gerado pela
peroxidacao lipidica ocasionada pelo etanol, promovendo acumulo de espécies
reativas de oxigénio na mucosa gastrica (OLALEYE; FAROMBI, 2006).

Na inducdo de ulceras por etanol, o conteido de glutationa de ratos
previamente tratados com triterpenos aumentou, o que evidencia outro mecanismo
de acdo possivelmente envolvido na gastroprotecdo desta classe de substancias
(ARRIETA et al., 2003).

Adicionalmente, a atividade gastroprotetora de triterpenos parece
envolver, ao menos parcialmente, a ativacdo de neurbnios aferentes primarios
sensiveis a capsaicina (OLIVEIRA et al., 2004b).

Estudando a gastroprotecdo provocada pela o-amirina e B-amirina,
Oliveira et al. (2004b) constataram que a atividade antitlcera foi muito significativa,
relativamente ao controle em uma dose de 100 mg/kg da mistura em modelo de
indugé&o por etanol em camundongos.

No entanto, a gastroprotecdo foi sensivelmente diminuida em
camundongos dessensibilizados com uma dose neurotoxica de capsaicina,
comprovando que, no caso destes triterpenos, a ativacdo dos neurdnios aferentes
sensiveis a capsaicina esta relacionada a atividade antiulcerogénica no modelo
utilizado (OLIVEIRA et al., 2004b).

Embora triterpenos estruturalmente semelhantes ao acido ursélico, como
as a- e B-amirinas e o 4cido oleandlico tenham reportada atividade gastroprotetora
em diferentes modelos de avaliacdo de ulceracdo (OLIVEIRA et al., 2004b;
RODRIGUEZ; ASTUDILLO; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2003), incluindo o modelo

de induc&o por etanol acidificado (SANCHEZ et al., 2006), o acido ursolico diminuiu
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as les@es ulcerativas, mas néo apresentou atividade significativa comparativamente
ao grupo controle.

Tendo em vista que diversos triterpenos como a o- € B-amirinas, 0S
acidos oleandlico, ursodlico e glicirrético, além do lupeol, apresentam atividade
antioxidante em modelos de lipoperoxidacdo, a gastroprotecao destas substancias
pode estar relacionada, ao menos parcialmente, a resisténcia ao estresse oxidativo
(OLIVEIRA et al., 2004a; RODRIGUEZ; ASTUDILLO; SCHMEDA-HIRSCHMANN,
2003).

Assim, outros triterpenos isolados da fracdo hexano, como o &cido
maslinico, &cido corosdlico, acido ursélico, além do &cido oleandlico, podem
contribuir na atividade gastroprotetora por mecanismos adicionais.

Montilla et al. (2003), estudando o acido maslinico, observaram que a
capacidade antioxidante in vitro deste triterpeno é mediada ndo apenas pela
prevencdo do estresse oxidativo causado por tetracloreto de carbono no plasma,
como pela inibicdo da formacao de radicais hidroxilas. Além desse, o acido maslinico
foi capaz de inibir a formacéo de 6xido nitrico, prevenindo o estresse oxidativo em
cultura celular (MARTIN et al., 2006).

O acido corosdlico também apresentou atividade antioxidante in vivo,
sendo capaz de melhorar o metabolismo lipidico anormal e aumentar os niveis de
antioxidantes no sangue, além de reduzir o estresse oxidativo (YAMAGUCHI et al,
2006).

Em modelos de lipoperoxidacdo nao-enzimatica in vitro empregando o
AAPH como agente oxidante, o acido ursoélico e o acido oleandlico apresentaram
maior atividade antioxidante do que o a-tocoferol (P < 0,05), além de mostrarem

capacidade sequestrante do anion super-oxido, efeito quelante, atividade redutora e



Discussao 146

inibicdo da enzima xantina oxidase de forma significativa (YIN; CHAN, 2007). Além
disso, os dois acidos evidenciaram atividade em relacdo a radicais livres, peroxido
de hidrogénio e oxido nitrico e inibicdo de formacéo de espécies reativas do acido
tiobarbitlrico (TBARS) (CEFARELLI et al., 2006). Ensaios in vivo confirmam a
capacidade antioxidante dos acidos oleandlico e ursolico (SOMOVA et al., 2003).

Na avaliacdo da atividade antioxidante do lupeol, da B-amirina e dos
acidos ursolico e oleandlico, constatou-se protecdo de quase 70% em relacdo a
oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) em ensaios in vitro
(ANDRIKOPOULOS et al.,, 2003). O lupeol, adicionalmente, apresentou atividade
antioxidante in vivo, reduzindo o numero de espécies reativas de oxigénio e
aumentando os niveis de antioxidante no sangue (SUDHAHAR et al., 2007
SUDHAHAR; KUMAR; VARALAKSHMI, 2006; SUDHARSAN et al, 2005; NAGARAJ;
SUNITHA; VARALAKSHMI, 2000).

A re-epitelizacdo, apds danos na mucosa, é relacionada a cicatrizagédo
das lesbes e, desta forma, substancias capazes de promover a proliferacdo de
células epiteliais sdo extremamente importantes no processo de cura de Ulceras
gastricas (SANCHEZ et al., 2006).

Além de aumentar o conteudo de prostaglandinas em cultura de células
gastricas epiteliais humanas, o acido oleandlico, assim como outros triterpenos,
estimulou a proliferacdo de fibroblastos in vitro (SANCHEZ et al., 2006). Assim,
pode-se supor que a cicatrizacdo das Ulceras gastricas in vivo pode ser um dos
mecanismos de acéo desta classe de substancias (SANCHEZ et al., 2006).

De fato, o EEAL apresentou atividade proliferativa extremamente

significativa comparada ao controle em culturas de células CHO.
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Associa-se a atividade proliferativa de triterpenos a presenca do grupo
hidroxila na posicdo C-38 (SANCHEZ et al., 2006). Além de existirem evidéncias de
que a presenca de um grupamento hidroxila no carbono 3 é importante para a
atividade gastroprotetora de triterpenos (OLIVEIRA et al., 2004b).

O grupo carboxilico em C-28 parece estar relacionado a um aumento da
capacidade gastroprotetora (SANCHEZ et al., 2006), enquanto a presenca de
oxigénio em C-11 pode ser um indicativo de atividade mineralocorticoide, um dos
efeitos indesejaveis da carbenoxolona (FARINA; PINZA; PIFFERI, 1998).

Estudos demonstram que o &cido glicirrético e a carbenoxolona (figura 46)
inibem a 5B-redutase, uma importante enzima regulatéria do metabolismo de cortisol
e aldosterona, o que pode provocar, em humanos, reducdo do clearance dos
corticosteréides e aumentar o tempo de meia-vida do cortisol, ocasionando um
aumento da atividade biol6gica do mesmo (FARINA; PINZA; PIFFERI, 1998).

Este mecanismo seria ocasionado por uma competicdo entre o oxigénio
no carbono 11 do acido glicirrético e da carbenoxolona e o oxigénio do carbono 3
dos esterdides corticais pelo sitio de ativacdo da enzima redutora (FARINA; PINZA;
PIFFERI, 1998).

Consequentemente, pacientes com edema e hipertensdo sdo submetidos
a minucioso acompanhamento médico com a administracdo de altas doses da
carbenoxolona por tempo prolongado (FARINA; PINZA; PIFFERI, 1998).

Desta forma, a auséncia de oxigénio em C-11 parece ser um indicativo da
atividade gastroprotetora livre dos efeitos indesejaveis de retencdo de sodio
(FARINA; PINZA; PIFFERI, 1998). Este é o caso da atividade da deloxolona (Figura

47), um triterpeno semi-sintético com atividade gastroprotetora in vivo semelhante a
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da carbenoxolona, sem, no entanto, apresentar aumento da pressao arterial por

efeito mineralocorticéide (FARINA; PINZA; PIFFERI, 1998).

NaCO,(CH,),0CO

Figura 47. Estrutura da deloxolona.

A carbenoxolona e a deloxolona administradas a voluntarios sadios em
um estudo duplo-cego mostraram aumento na producdo e no contedudo de
prostaglandina E2 no suco gastrico dos pacientes do grupo tratado
comparativamente aos do grupo controle. Este fato da suporte a hipétese de que a
citoprotecdo pode ser decorrente do aumento dos niveis gastricos de prostaglandina
E2 (FARINA; PINZA; PIFFERI, 1998). E, com a administracdo da deloxolona, foram
observados menos efeitos indesejaveis de alteracdo de massa corporal, hematdcrito,
conteudo de sbdio e proteinas plasmaticas em relacdo aos pacientes que receberam
carbenoxolona (FARINA; PINZA; PIFFERI, 1998).

Os triterpenos identificados em P. edulis (figuras 10 e 11) apresentam o
grupo hidroxila em 3 e auséncia de oxigénio em C-11, o que pode indicar atividade
antiulcerogénica sem o pseudo-aldosteronismo observado para a carbenoxolona e o
acido glicirrético. Além disso, os acidos oleandlico, ursélico, maslinico e corosélico
apresentam grupo carboxilico em C-28, o que pode representar um adicional na

atividade gastroprotetora.
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A administracdo da saponina astragalosideo IV (Figura 48) e de
carbenoxolona reduziu a gastroprotecdo em ratos tratados previamente com um
inibidor da enzima oOxido nitrico sintetase no modelo de inducdo por etanol
(NAVARRETE et al., 2005; ARRIETA et al., 2003). Assim, neste modelo de inducao
a atividade antitlcera de saponinas e de triterpenos pode estar associada a
presenca de 6xido nitrico na mucosa gastrica (NAVARRETE et al., 2005; ARRIETA
et al., 2003).

Os triterpenos isolados e identificados em folhas de P. edulis e a
propriedade afrogénica de seu extrato aquoso reforcam a sugestdo de presenca de
saponinas no extrato, detectadas anteriormente na triagem fitoquimica, o que pode
contribuir para a gastroprotecdo observada em modelo de inducdo por etanol
acidificado (ISHIKAWA, 2004).

Além da participacdo do Oxido nitrico, a atividade gastroprotetora de
saponinas parece estar relacionada a outros fatores de protecdo da mucosa, como 0
aumento da secrecao de muco, tendo em vista que estas substancias parecem nao

promover inibicdo da secrec¢do acida (BORRELLI; 1ZZO, 2000).

0
HO ™ N
HO™  OH

Figura 48. Estrutura do astragalosideo IV.
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O aumento do contetdo de prostaglandinas e a estimulacdo da secrecao
de muco e bicarbonato sdo relatados como mecanismos de acdo antiulcerogénica
dos flavonodides (PARK et al., 2004; LEWIS; SHAW, 2001; LA CASA et al., 2000).

Os flavonoides, identificados na fracdo de acetato de etila (FA),
diferentemente dos triterpenos, apresentam mecanismos antiulcerogénicos
associados nao s6 ao aumento da protecdo gastrica, mas também a uma diminuicéo
dos fatores de agressdo da mucosa (PARK et al., 2004).

Esta classe de substancias é capaz de promover a inibicdo da bomba de
prétons (REYES-CHILPA et al., 2006; DI CARLO et al., 1999) e reduzir a secre¢ao
de histamina (PARK et al., 2004). Apresentam ainda atividade antibiotica a
Helicobacter pylori (USTUN et al., 2006; BAE; HAN; KIM, 1999; BEIL; BIRKHOLZ,
SEWING, 1995).

Os flavondides tém propriedades estabilizantes de membrana e alguns
sdo capazes de proteger a mucosa gastrica contra diferentes agentes necrosantes
(LA CASA et al., 2000; ALARCON-DE-LA-LASTRA; MARTIN; MOTILVA, 1994; 1ZZO
et al., 1994; MARTIN et al., 1994).

Em modelos experimentais de Ulcera gastrica induzida por estresse e
ligagéo de piloro, assim como em modelo de indugéo por etanol e etanol acidificado,
a quercetina foi capaz de prevenir a formacao das lesfes ulcerativas, aumentando
as glicoproteinas na mucosa gastrica (COSKUN et al., 2004; MARTIN et al., 1998; DI
CARLO et al., 1999; 1994; 1ZZO et al., 1994; MARTIN, MOTILVA; ALARCON-DE-
LA-LASTRA, 1993; ALARCON-DE-LA-LASTRA, MARTIN; MARHUENDA, 1992;
MARTIN et al., 1988).

Além disso, a quercetina, administrada por via oral por 14 dias

consecutivos a inducédo de Ulceras por injecao de acido acético, promoveu remissao
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das mesmas e reduziu as espécies reativas do acido tiobarbitirico (TBARS) na
mucosa ulcerada (SUZUKI et al., 1998).

A glutationa peroxidase é uma enzima que desempenha importante papel
na eliminacdo de peroxido de hidrogénio e outros hidroxi-peroxidos na mucosa
gastrica. A inibicdo desta enzima observada em modelos de inducdo por etanol
pode, portanto, ocasionar um acumulo de H202 nas células parietais, agravando o
estresse oxidativo associado a formacdo de ulceras gastricas (LA CASA et al.,
2000).

Embora ndo tenha aumentado os niveis de glutationa em modelo de
inducdo por etanol in vivo, a quercetina foi capaz de promover um aumento dose-
dependente na atividade da glutationa peroxidase (MARTIN et al., 1988). O mesmo
foi observado para a rutina (LA CASA et al., 2000).

Outro grupo de substancias evidenciadas em P. edulis pode contribuir na
sua acao farmacoldgica: os taninos, presentes em teor elevado na fracao de metanol
(FM), também apresentam atividade antiulcerogénica, correlacionada ao aumento da
protecdo da mucosa gastrica (BORRELLI; 1ZZO, 2000). Estas substancias tém a
capacidade de formar complexos com proteinas, promovendo a protecdo da mucosa
estomacal contra a acdo de bactérias, irritacdo quimica e mecanica com
consequente cicatrizacdo da Ulcera sob a camada protetora formada (BORRELLI,
1ZZ0O, 2000).

Embora os triterpenos e flavonodides identificados no EEAL possam
desempenhar um importante papel, assim como saponinas e taninos identificados na
triagem (ISHIKAWA, 2004), a gastroprotecdo de P. edulis deve-se provavelmente a
acao sinérgica de diferentes classes de substancias, tendo em vista que nenhuma

das fracdes apresentou melhores resultados do que o préprio extrato bruto.
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Na inducdo de Ulceras gastricas por etanol e etanol acidificado, a
vasoconstricdo venosa acompanhada de rapida dilatacdo arteriolar provocam a
formacéo de espécies reativas de oxigénio (LA CASA et al., 2000).

A reatividade dos radicais formados provoca um atague aos constituintes
celulares essenciais, promovendo a formagdo de compostos toxicos, tais como
epoxidos, aldeidos e novas espécies reativas de oxigénio, o que induz severas
alteracdes celulares, provocando a morte celular (LA CASA et al., 2000).
Substancias capazes de inibir a formacgéo ou de capturarem radicais livres formados
sao, desta forma, agentes antiulcerogénicos potenciais (LA CASA et al., 2000).

Estando relacionadas, a avaliagcdo da atividade antioxidante e antitlcera
gastrica ocorreram de forma concomitante. Foram utilizados diferentes modelos para
avaliar a capacidade antioxidante: DPPH, ORAC e Folin-Ciocalteau.

Devido principalmente a sua simplicidade, o ensaio mais utilizado para
determinar atividade antioxidante de extratos e substancias de origem natural é a
reagdo com o 2,2-difenil-1-picril hidrazila (DPPH) (BUTKOVIC; KLASINC; BORS,
2004).

Neste ensaio o0 radical pode ser neutralizado de duas formas:
estabilizacdo via transferéncia de um atomo de hidrogénio (Hydrogen Atom Transfer
ou HAT) (Figura 49) ou por reducado direta via transferéncia de elétrons (Single
Electron Transfer ou SET) (Figura 50) (ZHANG; JI, 2006; PRIOR; WU; SCHAICH,

2005).
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AH + O,N NO, — = Ac + O,N NO,
NO, NO,

Figura 49. Esquema da reacédo do DPPH via transferéncia de um atomo de
hidrogénio (Hydrogen Atom Transfer ou HAT); AH = qualquer doador de hidrogénio
(PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).
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AH + O,N NO, — AH'*+ O,N NO, — A"+ O,N NO,
NO, NO, NO,

Figura 50. Esquema da reacédo do DPPH via transferéncia de elétrons (Single
Electron Transfer ou SET); AH = qualquer doador de hidrogénio (PRIOR; WU,;
SCHAICH, 2005).

A desvantagem deste ensaio € que o DPPH é um radical nitrogenado
estavel que nao apresenta qualquer similaridade com radicais envolvidos na
peroxidacdo lipidica e onde a acessibilidade estérica é determinante na reacao
(PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). Portanto, muitos antioxidantes que reagem
rapidamente com radicais peroxila podem nao reagir com o DPPH devido a
impedimentos estéricos (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Sendo assim, apenas 0 EEAL e as fracOes polares foram testados neste
modelo, ja que ndo € um método de escolha para avaliagdo de antioxidantes
lipofilicos (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

O método ORAC, por sua vez mede a inibicdo da oxidacao induzida por

radicais peroxila e, desta forma, reflete uma classica atividade antioxidante via
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transferéncia de um atomo de hidrogénio (HAT) (Figura 51) (PRIOR; WU; SCHAICH,
2005).

A reacao é iniciada pela decomposicédo térmica de azo-compostos, tais
como o AAPH (Figura 52) (HUANG et al., 2002). Os radicais formados reagem com
um composto fluorescente, como por exemplo, a fluoresceina sédica (Figura 53),
formando um produto ndo fluorescente que é entdo quantificado (PRIOR; WU,
SCHAICH, 2005). Até o presente, € 0 Unico método que considera o0 grau e 0 tempo

de inibicdo em uma mesma avaliacdo (HUANG et al., 2002).

R-N=N-R

N, + 2 ROC®
ROO" + sonda fluorescente —= ROOH + sonda oxidada (perda da fluorescéncia)
ROO* + AH — ROOH + A®
ROO* 4 a* 18P0 o oa
Figura 51. Principio do ensaio para avaliacdo da capacidade de absorcéo do radical

de oxigénio (ORAC); AH = qualquer doador de hidrogénio; ROO* = espécie reativa
de oxigénio (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).
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H N)XN\\N%(NHZ * 2 HC
2
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Figura 52. 2,2’-azobis-(2-amidinopropano)-dicloridrato (APPH) usado como fonte de
radicais livres no ensaio para avaliacdo da capacidade de absorc¢édo do radical de
oxigénio (ORAC).
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Figura 53. Fluoresceina sodica usada como sonda fluorescente no ensaio para
avaliacdo da capacidade de absorcao do radical de oxigénio (ORAC).
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O ensaio ORAC fornece uma fonte controlavel de radicais peroxila que
mimetizam as reacfes de lipoperoxidacdo em alimentos e sistemas fisioldgicos e
pode ser adaptado para avaliar tanto antioxidantes hidrofilicos como lipofilicos
(PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Embora um impedimento para a realizacdo de ORAC seja a necessidade
de fluorimetro, equipamento mais caro e sofisticado nem sempre disponivel nos
laboratorios de pesquisa, 0 método tem sido amplamente aceito como uma
ferramenta para medir a atividade antioxidante das mais diversas amostras, entre
elas extratos vegetais (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

O método de Folin-Ciocalteu foi utilizado ndo s6 para quantificar fendis
totais nas fracbes polares do extrato, mas também para avaliar a atividade
antioxidante das mesmas, tendo em vista que o mecanismo basico do método
consiste em uma reacgao de oxi-reducao (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Neste ensaio, a atividade antioxidante ocorre por redugdo direta via
transferéncia de elétrons (Single Electron Transfer ou SET), onde os fendis séo
oxidados sob condicbes alcalinas enquanto o0 reagente heteropolianion
molibdotungstofosférico (3H20-P205-13W03-5M003-10H20 e 3H20-P20s5-14WO0Os3-
4M003-10H20) é reduzido a uma solucdo azulada (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005;
WATERMAN; MOLE, 1994):

Mo(VI) (amarelo) + e — Mo(V) (azul)

O método de Folin-Ciocalteu é simples, sensivel e preciso, e embora
apresente algumas desvantagens tal como a interferéncia de substancias nao
fendlicas na reacdo de oxi-redugdo (agucares, aminoacidos, vitaminas e minerais), €

uma ferramenta (til na quantificacdo de fendis e na avaliagdo da capacidade
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antioxidante de extratos vegetais (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005; WATERMAN;
MOLE, 1994).

Nos trés ensaios utilizados, o EEAL apresentou elevada atividade em
relacdo as substancias de referéncia. Contrariamente ao ocorrido com a
gastroprotecdo, na avaliacdo da capacidade antioxidante no modelo com o DPPH,
houve um aumento da atividade das fracdes FA e FM comparativamente ao EEAL.

Estes resultados estdo em acordo com os obtidos em ensaios anteriores,
nos quais o EEAL, avaliado em relacdo a capacidade antioxidante em modelo de
lipoperoxidacdo espontanea em cérebro de ratos, apresentou atividade pronunciada,
maior do que o a-tocoferol utilizado como referéncia (ISHIKAWA, 2004).

Na avaliacdo da CEso no modelo que emprega o DPPH, tanto o EEAL
(CEso = 5,75 pug/mL) quanto as fragbes avaliadas FA e FM (CEso = 2,49 ug/mL)
apresentaram maior atividade antioxidante do que a rutina (CEso = 7,92 ug/mL). Esta
substancia, comumente empregada com propdsitos medicinais, foi utilizada como
referéncia (MENSOR et al., 2001).

No ensaio ORAC o EEAL (3948 + 225 umol de Trolox/g de extrato)
apresentou atividade antioxidante superior a quercetina (2134 + 45 umol de Trolox/g
de quercetina ou 7,06 + 0,15 de Trolox equivalentes) (HUANG et al., 2002). A
capacidade antioxidante também foi maior comparativamente a outras substancias
isoladas do EEAL, como o acido galico (233 + 24 umol de Trolox/g de acido galico),
quercitrina (2587 + 300 umol de Trolox/g de quercitrina) e miricitrina (2461 + 423
umol de Trolox/g de miricitrina) (SOUZA et al, 2007).

Por muitos anos tem sido demonstrada a atividade antioxidante dos

flavonoides, que parece envolver uma série de mecanismos de acao, incluindo a
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estabilizacdo dos radicais livres e a complexacdo com ion metalico (BUTKOVIC;
KLASINC; BORS, 2004; LARSON, 1997).

Grande parte dos flavonoides apresenta alta atividade antioxidante e anti-
radicalar que depende do arranjo de grupos funcionais no nucleo fundamental
(CUNHA, 2005).

A relacdo estrutura-atividade anti-radicar de flavonoides é influenciada,
principalmente, pelas substituicdes no anel B, embora multiplas substituicées no anel
A desempenhem importante funcdo na reacdo de transferéncia do atomo de
hidrogénio (Figura 54) (CUNHA, 2005; BUTKOVIC; KLASINC; BORS, 2004).

Além disso, a hidroxila em C-3 no anel C parece aumentar a estabilidade
do flavonoide radical formado, provocando forte influéncia na capacidade de
sequestrar radicais livres, pois torna a molécula planar. Entretanto, a auséncia de
substituinte promove uma leve tor¢cdo no anel B, reduzindo a atividade antioxidante

(BUTKOVIC; KLASINC; BORS, 2004).

Figura 54. Nucleo fundamental de flavondides.

Os taninos séo outra classe de substancias com pronunciada atividade
antioxidante. S&o capazes de sequestrar radicais livres e podem complexar com
ions metélicos, tais como ferro, manganés, vanadio, cobre, aluminio e calcio, entre

outros (SANTOS; MELLO, 2007).
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Os taninos, assim como os flavonoides, interceptam as espécies reativas
de oxigénio, formando complexos estaveis. Sdo capazes de inibir a formacédo de
radicais de anion superoxido assim como dos radicais DPPH, sendo possivelmente
importantes na prevencao e no tratamento de doencas causadas pela peroxidagao
de lipideos (SANTOS; MELLO, 2007; HASLAM, 1996).

Os resultados obtidos nos ensaios antioxidantes levaram a caracterizacao
das classes de substancias presentes nas fracdes e realizou-se, assim, 0
doseamento de taninos e flavondéides nas fracGes polares do extrato.

O método empregado na quantificacdo de flavondides totais nas fracdes
polares do extrato de P. edulis foi o preconizado pela Farmacopéia Brasileira
(AGENCIA NACIONAL, 2003) para caules de Baccharis trimera (Less.) DC.
(carqueja) e baseia-se na hidrélise acida de flavondides O-glicosilados e posterior
reacao com cloreto de aluminio (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970) (Figura 55).

A quantificacdo dos taninos nas fragdes polares baseou-se na
propriedade que esta classe de substancias tem de precipitar proteinas. A vantagem
do método que utiliza a albumina do soro bovino é que, diferentemente de outras
técnicas bioquimicas de precipitacdo de proteinas, as medi¢cdes de absorbancia ndo
sao feitas no sobrenadante, mas sim no precipitado ressuspenso, evitando-se assim
problemas com a turbidez da solucdo (WATERMAN; MOLE, 1994).

O elevado teor de flavonoides, assim como os resultados observados nos
ensaios antitlcera e de citotoxicidade em células CHO conduziram ao fracionamento

em coluna da fracdo de acetato de etila (FA).
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AlCI,

HCI/H,0

Figura 55. Esquemas das reacdes possiveis de flavonas e flavonois com cloreto de
aluminio, na presenca ou auséncia de acido.

O oxigénio é a base da vida aerdbia. Pesquisas demonstram que 0s
oxidantes exercem papel fundamental em processos como respiracdo mitocondrial,
detoxificagdo microssomal, fagocitose, renovacdo da membrana, sintese de
prostaglandinas e destruicdo de microrganismos patogénicos por fagdcitos
(LANGSETH, 1995; FREI, 1994; MIQUEL; QUINTANILHA; WEBER, 1989).

Contraditoriamente, o0 oxigénio pode gerar subprodutos oxidantes
altamente reativos, que promovem danos em diversos tipos de macromoléculas
celulares, incluindo proteinas, carboidratos, lipideos e acidos nucléicos (LANGSETH,
1995).

O estresse oxidativo (condicdo bioquimica caracterizada por um

desequilibrio entre niveis relativamente altos de espécies reativas toxicas,
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especialmente espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio e mecanismos de
defesas antioxidantes do organismo) contribui para o acumulo de mutacdes no
genoma e, consequentemente esta intimamente associado a carcinogénese
(OZBEN, 2007; THOMPSON, 2006; TOYOKUNI, 2006).

Alguns exemplos que fundamentam essa hipotese séo a infeccédo crénica
por Helicobacter pylori associada a alta incidéncia de cancer de estdbmago,
exposicao a radiacao ultravioleta como fator de risco para cancer de pele e radiacao
v associada a ocorréncia de leucemia (TOYOKUNI, 2006).

De fato, evidéncias apontam que 0s pacientes com cancer apresentam
niveis de espécies reativas de oxigénio maiores e menor atividade de enzimas
antioxidantes tais como superéxido dismutase e (glutationa peroxidase
comparativamente a individuos saudaveis (OZBEN, 2007).

A atividade antioxidante extremamente elevada observada nos diferentes
ensaios, bem como a identificacdo de flavondides e triterpenos no extrato de P.
edulis, conduziram a realizacdo dos testes de citotoxicidade em nove diferentes
linhagens de células neoplasicas humanas.

Dados consistentes apontam que 0 uso concomitante de substancias
antioxidantes na radio e quimioterapia ndo s6 aumentam a eficacia dos tratamentos
convencionais, como diminuem os efeitos colaterais (OZBEN, 2007).

Experimentos revelam que a ingestdo de antioxidantes induz apoptose
seletiva de células cancerosas, previne a angiogénese e metastases, podendo servir
como um adjuvante na terapia do cancer (OZBEN, 2007).

Além do uso como adjuvantes, antioxidantes poderiam ser usados em
individuos saudaveis, na prevencao primaria do cancer, inibindo mutagcdes por meio

de bloqueio ou competicdo com as espécies reativas de oxigénio e nas prevencdes
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secundaria (cancer em estagio inicial de desenvolvimento) e terciaria (pacientes
apos a terapia), inibindo a iniciacdo, promocéo e progressao da doenca (DE FLORA,;
FERGUSON, 2005).

Inameros polifendis agem como quimiopreventivos, reduzindo a incidéncia
de diferentes tipos de neoplasias (PSAHOULIA et al., 2007). O acido galico, por
exemplo, apresentou atividade antiproliferativa em diferentes linhagens neoplasicas
humanas de leucemia, cancer de mama, cancer de prOstata e osteosarcoma
(SALEEM et al., 2002; SAKAGUCHI et al., 1999).

Os flavonéides apresentam pronunciada atividade anticancer (USTUN et
al., 2006). A quercetina inibiu de forma significativa o crescimento de células de
cancer de préstata muito agressivo e moderadamente agressivo, sem, no entanto,
apresentar alteracao no ciclo celular de fibroblastos ndo tumorais (NAIR et al., 2004).
A mesma apoptose seletiva foi verificada em células de cancer de figado e de 0ssos,
sem alteracdo de células hepaticas e osteoclastos normais (FERRER et al., 2006;
SON et al., 2004).

A gquercetina é capaz de proteger as células do dano oxidativo induzido
por peréxido de hidrogénio, além de prevenir a transformacao maligna induzida por
lipopolissacarideo e TPA (13-acetato de 12-O-tetradecaoilforbol) (CHEN et al.,
2006).

Sugere-se que a atividade anticancer da quercetina esta relacionada a
capacidade que este flavondide tem de significativamente inibir a expressao de
oncogenes especificos, enquanto aumenta a expressdao de varios genes
supressores tumorais (PSAHOULIA et al., 2007; NAIR et al., 2004).

Embora a quercetina apresente potente atividade antiproliferativa em

diversas linhagens tumorais, a glicosilacdo, como, por exemplo, na quercitrina e na
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rutina, parece remover a atividade apoptotica e de prevencdo na formacdo de
neoplasias (CHEN et al., 2006; SHEN et al., 2003; MANTHEY; GUTHRIE, 2002).

A literatura que reporta a atividade antitumoral de triterpenos frente a
inumeras linhagens de células neoplasicas humanas € vasta e consistente (DZUBAK
et al, 2006) e parece estar relacionada ndo s6 com o aumento da expressao de anti-
oncogenes, mas também com a inibicdo da expressédo de oncogenes (SALEEM et
al., 2005a; 2005b).

Em estudos in vitro e in vivo, os triterpenos foram capazes de promover a
diferenciacdo de células na fase de promoc¢ao do tumor e causar apoptose seletiva
de células neoplasicas, e, sendo assim, esta classe de substancias poderia ser
utilizada na prevencdo e/ou intervencdo nos casos de cancer (SALEEM et al.,
2005a; 2005b).

Em estudos in vitro, a B-amirina apresentou potente atividade frente a
diferentes linhagens de células neoplasicas humanas de cancer de célon, assim
como moderada atividade em células de pulméo (DONG; HE; LIU, 2007; ONO et al.,
2004).

Segundo Yoshida et al. (2005), parece ndo haver diferenca na atividade
antiproliferativa de triterpenos com esqueleto oleanano e ursano. De fato, o acido
maslinico e o acido ursdlico apresentaram atividade igualmente potente frente as
células neoplasicas humanas de adenocarcinoma gastrico e carcinoma de Utero
(YOSHIDA et al., 2005).

A presenca de um grupo hidroxila em C-2 também ndo parece alterar a
atividade antitumoral. Os acidos corosolico e ursdlico apresentaram atividade
antiproliferativa semelhante em células humanas de leucemia, de cancer gastrico, de

cancer de mama, de cancer cervical e de carcinoma hepatico (MA et al., 2005). Os
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acidos maslinico e oleandlico inibiram a proliferacdo e induziram a apoptose de
forma similar em células de cancer de célon (JUAN et al., 2006).

A presenca do grupo carboxilico nos triterpenos acidos, por sua vez,
parece ser importante na permeabilidade da membrana e consequente atividade
citotoxica em linhagens neoplasicas (AMICO et al., 2006).

De fato, os acidos oleanolico, ursolico e corosoélico identificados no EEAL
de P. edulis apresentaram atividade antitumoral em cultura de células de leucemia
(HL-60), carcinoma hepatico (Hep-G2) e cancer de mama (MCF-7), com valores de
DLso de 12-48 uM (AKIHISA et al., 2006).

Além disso, os acidos oleandlico e ursdlico foram capazes de induzir a
apoptose e inibir o crescimento de diversas linhagens de células de leucemia, com
indices de inibicdo do crescimento superiores a 90% na concentracdo de 5 ug/mL
(URECH et al., 2005).

Os acidos corosdlico e maslinico também apresentaram pronunciada
atividade frente a células Caco-2 de cancer de coélon humano (HE; LIU, 2007).
Mostraram ainda inibicdo da proliferacéo e inducdo de apoptose em uma das formas
mais agressivas de cancer, o astrocitoma, por meio da regulacdo de espécies
reativas de oxigénio e ativacéo da caspase-3 (MARTIN et al., 2007).

O &cido maslinico também mostrou atividade antiproliferativa seletiva,
induzindo apoptose e diferenciacdo de células de diferentes linhagens de cancer de
coélon, sem, no entanto, provocar alteracéo no ciclo celular ou morte de células néao
tumorais intestinais (REYES et al., 2006).

O lupeol, por sua vez, apresenta atividade antiproliferativa referenciada em
inlmeros estudos in vivo e in vitro, com capacidade antitumoral seletiva, ou seja,

promovendo a diferenciacdo e apoptose de células neoplasicas sem alterar o ciclo
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celular de células ndo neoplasicas (CHATURVEDI; BHUI; SHUKLA, 2008; SALEEM
et al., 2005b).

Sugere-se que a atividade anticancer do lupeol também esta relacionada
com a inibicho da expressdo de oncogenes e ativacdo dos anti-oncogenes
(CHATURVEDI; BHUI; SHUKLA, 2008; KHAN; AFAQ; MUKHTAR, 2007; SALEEM et
al., 2005a; 2005b).

Além disso, tem sido reportado que o lupeol é capaz de induzir a
diferenciacdo e inibir a proliferacdo de células de melanoma, além de induzir a
reconstituicdo da epiderme (KHAN; AFAQ; MUKHTAR, 2008). De fato, a aplicacao
topica de lupeol antes da inducdo de cancer em camundongos, em diferentes
modelos, inibiu a formacdo de edema, hiperplasia e a incidéncia de neoplasias
(KHAN; AFAQ; MUKHTAR, 2008).

Diversos sao os exemplos de farmacos de origem natural utilizados como
antitumorais, tais como vimblastina, vincristina, taxol e etoposideo (MANN, 2002). A
importancia da pesquisa de produtos naturais com atividade antineoplasica fica
evidente quando observa-se que aproximadamente 60% dos compostos
anticancerigenos e 75% de farmacos utlizados no tratamento de doencas
infecciosas sdo de origem natural ou derivados de produtos naturais (MC
CHESNEY; VENKATARAMAN; HENRI, 2007).

No extrato de P. edulis foram identificados triterpenos e flavondides com
reconhecida atividade antitumoral, o que pode justificar, a0 menos parcialmente, a
citotoxicidade observada no ensaio com as nove linhagens de células neoplasicas
humanas. E importante ressaltar que os resultados indicam uma seletividade do

extrato e das fracOes, pelas células de cancer de mama (MCF-7), com valores de
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inibicdo do crescimento de 50% (ICs0) que variaram de 0,001 a 0,25 pg/mL, com
excecao da fracdo de metanol (FM).

Além disso, a fracdo de acetato de etila (FA), da qual foram isolados
flavondides como a quercetina, apresentou atividade citostatica pronunciada em
praticamente todas as culturas neoplasicas, com valores de ICso de 0,001 a 25
ug/mL, com seletividade para as linhagens de cancer de mama, prostata e leucemia.

A fracdo de hexano (FH), apresentando triterpenos com reconhecida
atividade tumoral como o lupeol, também mostrou elevada atividade citostatica com
seletividade para as linhagens neoplasicas humanas de mama, prostata e leucemia,
com valores de ICso de 0,001 a 2,5 ug/mL.

A fracéo de diclorometano apresentou a mesma seletividade de FA e FH,
enquanto o EEAL foi seletivo para as células de cancer de mama, mama com
fendtipo de resisténcia a multiplos farmacos e melanoma.

Entre todas as fracbes, a que apresentou menor citotoxicidade foi a FM,
com valores de ICso entre 2,5 e 25 ug/mL em linhagens neoplasicas de mama e
melanoma.

Os resultados de citotoxicidade obtidos em cultura de células tumorais
conduziram a avaliagdo de citotoxicidade de células ndo neoplésicas de ovario de
hamster chinés (CHO) para avaliagdo da toxicidade in vitro do EEAL. A baixa
solubilidade das fracbes de hexano (FH) e de diclorometano (FD) impediu a
avaliacdo das mesmas.

Nas concentracfes empregadas na avaliacdo da citotoxicidade em cultura
de células CHO (0,98 a 1,95 ug/mL), o EEAL e a fracdo de acetato de etila (FA)
apresentaram atividade proliferativa extremamente significativa comparada ao

controle, sem indicios de citotoxicidade. Nas linhagens tumorais, foram capazes de
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inibir totalmente o crescimento das células de cancer de mama em concentracdes
inferiores as citotoxicas para as células normais (0,001 a 0,25 ug/mL).

Além disso, FA apresentou atividade citotdxica para linhagens de cancer
de préstata e leucemia com valores de ICso entre 0,25 e 2,5 ug/mL. Na cultura de
células ndo neoplasicas, mostrou atividade proliferativa extremamente significativa
em uma concentracdo de até 3,91 ug/mL, evidenciando assim uma possivel
seletividade na apoptose de células cancerosas sem alteracdo do ciclo celular de
células normais.

Como mencionado anteriormente, triterpenos e flavondides apresentaram
atividade antiproliferativa seletiva de células tumorais, sem alteracdo de tecidos
normais (FERRER et al., 2006; SALEEM et al., 2005b). Além disso, os triterpenos
apresentam atividade proliferativa que foi relacionada a capacidade de cicatrizacdo
das Ulceras géstricas e reconstituicdo da epiderme (KHAN; AFAQ; MUKHTAR, 2008;
SANCHEZ et al., 2006).

Visando ainda avaliar a seguranca do uso de P. edulis pela populacao e
baseando-se na consistente literatura a respeito do potencial mutagénico de alguns
flavondides, o EEAL foi avaliado quanto a mutagenicidade.

O teste de Ames é amplamente aceito na identificacdo de substancias
capazes de promover danos genéticos que possam ocasionar mutacdes
(MORTELMANS; ZEIGER, 2000). No ensaio sdo empregadas linhagens de
Salmonella typhimurium com diferentes mutacbes pré-existentes criadas para
responderem a substancias mutagénicas que agem por mecanismos diferenciados
(MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

Sendo assim, as cepas TA98 e TA97a detectam compostos mutagénicos

que causam deslocamento do quadro de leitura do DNA por inser¢cdo (TA97a) ou
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delecéo (TA98) de nucleotideo (mutacdes do tipo frameshift), enquanto que a TA100
detecta substancias que promovem mutacdo por substituicbes de pares de bases
(MORTELMANS; ZEIGER, 2000). A cepa TA102 pode ser revertida por agentes
mutagénicos que promovem transicdes ou transversdes de pares de bases e que
causam danos oxidativos, além de detectar agentes cross-linking, tais como a
bleomicina e mitomicina (MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

O EEAL de P. edulis apresentou indicios de mutagenicidade para as
cepas TA97a e TA98, aumentando de forma significativa o nimero de revertentes
em concentracdes que variaram de 2,5 a 20 mg/placa. No entanto, a razdo de
mutagenicidade foi inferior a dois em todas as concentracbes empregadas. A cepa
TA97A é sensivel aos mutagenos detectados em ensaios com a TA98, tendo em
vista que respondem a substancias que agem por mecanismo semelhante
(MORTELMANS; ZEIGER, 2000). Sendo assim, era de se esperar que o indicio de
mutagenicidade observado em uma das cepas se reproduzisse na outra.

A quercetina presente no EEAL tem sido alvo de inUmeros estudos para
avaliacdo da mutagenicidade, e embora tenha sido demonstrado dano genético
ocasionado por este flavondide em diferentes modelos experimentais in vitro e in
Vivo, seu papel na mutagénese ainda € objeto de controvérsia, tendo em vista que a
literatura que reporta atividade antimutagénica da quercetina € vasta (SANNOMIYA
et al., 2007; EDENHARDER; GRUNHAGE, 2003).

Embora nos ensaios realizados o EEAL néo tenha apresentado sinais de
toxicidade in vivo (ISHIKAWA, 2004), os indicios de mutagenicidade observados no
Teste de Ames reforcam o cuidado no uso de grandes quantidades de extratos de P.

edulis.
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Os triterpenos e flavondides identificados no extrato etanol/agua (70%)
liofilizado de P. edulis (EEAL), assim como a pronunciada atividade antillcera
gastrica observada nos ensaios realizados, corroboram a utilizacdo popular da
espécie no tratamento de disturbios gastricos.

Quanto ao uso de folhas do cambuca por populacdes caicaras para o
tratamento de afeccbes de garganta, tosses e coqueluches, pode estar relacionado
com a atividade antiinflamatéria de triterpenos e flavondides encontrados em P.
edulis, amplamente descrita na literatura e ainda com a atividade antitussigena de
triterpenos observada em estudos in vivo (DZUBAK et al., 2006; JU et al., 2006; DI

CARLO et al., 1999).



Conclusoes

No final, conservaremos somente 0 que amamos, amaremos somente o que

compreendermos, compreenderemos somente 0 que nos é ensinado.

Baba Dioum.
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7.

CONCLUSOES

Esperamos com este trabalho contribuir para o conhecimento de P. edulis,

uma espécie nativa brasileira em risco de extingdo e ainda, despertar o interesse

sobre a fitoquimica de uma planta tdo pouco conhecida. Os resultados obtidos

permitem as seguintes conclusoes:

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

A partir do extrato etanol/agua (70%) liofilizado (EEAL) foram identificadas 12
substancias: B-amirina, lupeol, pB-sitosterol, acidos oleandlico, ursdlico,
maslinico, corosélico, galato de etila, &cido gdlico, quercitrina, miricitrina e
quercetina;

As fracOes de acetato de etila (FA) e de metanol (FM) obtidas por particdo do
EEAL apresentaram teores de 52,16% e 45,26% de fendis totais, 10,81% e
0,07% de flavondides e 28,31% e 43,90% de taninos, respectivamente;

No modelo com DPPH, FA e FM apresentaram pronunciada atividade
antioxidante, superior a da rutina utilizada como padrdo, com valores de CEso
de 2,49 ng/mL; no mesmo ensaio, o EEAL apresentou CEso de 5,75 pug/mL e
potente capacidade de absorcdo do radical oxigénio com valor relativo de
ORAC de 3948 umol de Trolox/g de extrato;

Na avaliacdo da gastroprotecédo, o EEAL apresentou atividade extremamente
significativa (P < 0,001) comparativamente ao controle, na dose de 100
mg/kg, com reducédo de 73,82% da area total de lesdo (ATL); entre as fragdes
obtidas, a de hexano (FH) apresentou maior atividade, com reducao da ATL

de 68,08%; no entanto, em nenhuma das fracdes foi observado resultado tdo
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7.5.

7.6.

1.7.

expressivo como o do EEAL, sugerindo atividade antillcera gastrica por
sinergismo dos componentes do extrato; embora o acido ursélico tenha
reduzido a ATL em 26,06% este resultado ndo foi diferente estatisticamente
do grupo controle (P = 0,05);

Em cultura de células de ovario de hamster chinés (CHO), o EEAL e as
fracbes FA e FM apresentaram citotoxicidade concentracdo-dependente com
valores de DLso de 3,68 nug/mL, 9,68 ug/mL e 5,90 ug/mL respectivamente;
tanto o EEAL como as fragOes polares apresentaram atividade proliferativa
extremamente significativa comparativamente ao controle nas menores doses
avaliadas (0,98 ug/mL e 1,95 ug/mL);

O EEAL e as fracdes obtidas a partir do mesmo apresentaram atividade
antiproliferativa pronunciada dose-dependente em 9 linhagens diferentes de
células tumorais humanas em concentragdes de 0,001 a 250 ug/mL; o EEAL
apresentou seletividade para cancer de mama, mama com fenétipo resistente
a multiplos farmacos e melanoma com valores de ICso de 0,001 a 2,5 pg/mL,
enquanto FH e FA apresentaram seletividade para linhagens de mama,
prostata e leucemia com valores de ICso de 0,001 a 2,5 pg/mL;

No ensaio de Ames, 0 EEAL apresentou indicios de mutagenicidade para as
linhagens de Salmonella typhimurium TA97A e TA98, com e sem ativagao
metabdlica, nas concentracdes de 2,5 a 20,0 mg/placa, sem apresentar, no

entanto, mutagenicidade efetiva nas cepas e concentragcdes empregadas.
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N&o feito, ndo perfeito, ndo completo.
Nao satisfeito nunca, ndo contente.
Nao acabado, nao definitivo:

Eis aqui um vivo.

Eis-me aqui.

Lenine e Carlos Renné.
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