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RESUMO

A C. xanthocarpa Berg é uma planta nativa, comum na Regido Sul do Brasil. O interesse por
compostos bioativos de origem natural com alta capacidade antioxidante aumentou
consideravelmente nas duas Gltimas décadas, principalmente devido ao seu potencial na
prevencdo e tratamento auxiliar de doencas inflamatdrias crénicas. Em vista deste fato, o
presente estudo buscou avaliar as atividades anti-inflamatoria e citotoxica da planta
guabirobeira.Os extratos foram elaborados com as folhas e polpa da C. xanthocarpa, através
de dois métodos extrativos, sob refluxo em aparelho Soxhlet a 78,4 °C utilizando como
solvente o etanol70% (SP-et e SF-et) e sob agitacdo magnética a 37°C utilizando os solventes
etanol70% (P-et e F-et) e n-hexano (F-hex e P-hex). Os compostos bioativos dos extratos
(compostos fenolicos totais, flavonoides, clorofilas, carotenoides, cumarinas e taninos) foram
determinados por espectrofotometria. Foi realizada avaliacdo da atividade antioxidante pela
captacdo dos radicais livres DPPH e ABTS. Atividade citotdxica dos extratos foi testada pelo
ensaio de viabilidade celular da linhagem celular H295R pelo método MTT. A capacidade de
adesdo, atividade fagocitaria e volume lisossomal foram verificados em macrofagos da
linhagem RAW264.7. O extrato F-et apresentou maior quantidade de compostos fendlicos
totais, flavonoides, cumarinas e taninos; F-hex apresentou maiores concentragdes de clorofilas
e carotenoides; em relagcdo aos extratos da polpa, P-et apresentou maiores concentracGes de
compostos fenolicos, cumarinas e taninos. A extracdo por Agitacdo magneética foi mais
eficiente para compostos fendlicos totais, flavonoides, cumarinas e taninos da folha; na polpa,
aextracdo por Soxhlet foi mais eficiente para compostos fenolicos totais e flavonoides. A
maior capacidade antioxidante baseada na captagédo dos radicais DPPH e ABTS foi detectada
no F-et. O grupo F-hex apresentou efeito na viabilidade celular nas células H295R, enquanto
0 grupo P-hex apresentou efeito bioldgico nas células RAW264.7. Os compostos bioativos
observados no presente estudo apresentaram maior concentracdo no extrato da folha da C.
xanthocarpa extraida pelo solvente etanol70%. Este grupo demonstrou relagdo positiva nos
ensaios de capacidade antioxidante (DPPH e ABTS), porém o mesmo nao foi observado nas

analises in vitro.

Palavras-chaves: Macréfagos RAW 264.7; tumor de cortex adrenal; guabiroba; antioxidante;

anti-inflamatorio.



ABSTRACT

The C. xanthocarpa Berg is a native plant, common in southern Brazil. The interest in natural
bioactive compounds with high antioxidant capacity has increased considerably in the last two
decades, mainly due to its potential in the prevention and auxiliary treatment of chronic
inflammatory diseases. In view of this fact, the present study sought to evaluate the anti-
inflammatory and cytotoxic activities of the guabirobeira plant. The extracts were elaborated
with the leaves and pulp of C. xanthocarpa, by means of two extractive methods, under reflux
in Soxhlet apparatus at 78.4 °C using as solvent 70% ethanol (SP-et and SF-et) and under
magnetic stirring at 37 °C using the solvents 70% ethanol (P-et and F-et) and n-hexane (F-hex
and P-hex). The bioactive compounds of the extracts (total phenolic compounds, flavonoids,
chlorophylls, carotenoids, coumarins and tannins) were determined by spectrophotometry. An
evaluation of the antioxidant activity was performed by the DPPH and ABTS free radicals.
Cytotoxic activity of the extracts was tested by the cell viability assay of the H295R cell line
by the MTT method. The adhesion capacity, phagocytic activity and lysosomal volume were
verified in RAW 264.7 macrophages. The F-et extract showed a higher amount of total
phenolic compounds, flavonoids, coumarins and tannins; F-hex presented higher
concentrations of chlorophylls and carotenoids; in relation to pulp extracts, P-et presented
higher concentrations of phenolic compounds, coumarins and tannins. Magnetic stirring
extraction was more efficient for total phenolic compounds, flavonoids, coumarins and leaf
tannins; in the pulp, Soxhlet extraction was more efficient for total phenolic compounds and
flavonoids. The highest antioxidant capacity based on DPPH and ABTS uptake was detected
in F-et. The F-hex group had an effect on cell viability in H295R cells, whereas the P-hex
group had a biological effect on RAW 264.7 cells. The bioactive compounds observed in the
present study had a higher concentration in the extract of C. xanthocarpa leaf extracted by
solvent ethanol 70%. This group showed a positive relation in the antioxidant capacity tests
(DPPH and ABTS), but the same was not observed in the in vitro analyzes.

Keywords: Macrophages RAW 264.7; tumor of the adrenal cortex; guabiroba; antioxidant;

anti-inflammatory.



LISTA DE ABREVIATURAS

Hg — micrograma

ABTS - 2,2AZINO BIS (3-ethylbenzo thiazoline 6 sulfonicacid) diammoninumsalt
DPPH — 2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil

EAG — Equivalente de Acido Galico

F-et — extrato da folha extraido com etanol 70% sob agitacdo magnética
F-hex — extrato da folha extraido com n-hexano sob agitacdo magnética
H295R — células da linhagem celular de adenocarcinoma humano

mL — microlitro

MTT - Brometo de [3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazdlio]

ng- nanograma

NO - 6xido nitrico

P-et — extrato da polpa extraido com etanol 70% sob agitacdo magnética
P-hex — extrato da polpa extraido com n-hexano sob agitagdo magnética
RAW 264.7 - células da linhagem celular de macrofagos de ratos

SF-et — extrato da folha extraido com etanol 70% sob refluxo em Soxhlet

SP-et — extrato da polpa extraido com etanol 70% sob refluxo em Soxhlet
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1. INTRODUCAO

Estudos recentes tém abordado uma relagdo positiva de fatores ambientais como
atividade fisica e uma dieta saudavel, na reducdo do desenvolvimento de doencas
inflamatorias crénicas (diabetes, doencas cardiovasculares, alguns tipos de cancer, doencas
neurodegenerativas entre outras) (RUIZ-NUNEZ et al., 2013). Portanto, a adogio de um
estilo de vida saudavel, com consumo de alimentos funcionais, nutritivos e seguros,
juntamente com a prética de atividade fisica, ¢ fundamental na promog¢do do bem-estar e na
prevencdo de diversas doengas. O aumento no consumo de vegetais e frutas, por exemplo,
possui efeito anti-inflamatorio e, consequentemente, reduz o desenvolvimento destas doengas
(OLIVEIRA-CAMPOS et al., 2013).

O Brasil é conhecido por sua biodiversidade, com mais de 40.000 espécies de plantas,
0 que representa aproximadamente 20% da flora mundial. Parte desta riqueza bioldgica pode
ser explorada a partir de estudos em plantas que apresentem quantidades significativas de
compostos bioativos (OLIVEIRA et al.,, 2012), os quais promovem beneficios a saude
humana por apresentarem efeitos gastroprotetor, antibacteriano, antioxidante, anti-
inflamat6rio, antimicrobiano, antialérgico, antiviral, antitromboético, vasodilatador,
hipoglicemiante, hipocolesterolémico e antitumoral (ALI et al., 2013; BIAVATTI et al.,
2004; MIZGIER et al., 2016; XIE et al., 2015).

Uma das formas atuais de promover o desenvolvimento sustentavelé através de
estudos da biodiversidade agricola, os quais possibilitam explorar o potencial bioativo de
plantas nativas e que até o momento foram negligenciadas e/ou sub utilizadas. Sob outro
ponto de vista, estes estudos também contribuem para a valorizacdo da cultura local e
identidade territorial (BARBIERI, 2014). No entanto, estudos cientificos sdo essenciais para
elucidar a real eficacia, biodisponibilidade e seguranca dos compostos bioativos, promovento
0 consumo e desenvolvimento de novos produtos com propriedades benéficas para o ser

humano.
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2. JUSTIFICATIVA

Um estudo da regido do Territorio da Cidadania Cantuquiriguacu — PR, realizou um
levantamento sobre a presenca de frutas nativas, sendo a Guabiroba (C. xanthocarpa Berg) a
fruta que apareceu com maior frequéncia (BETEMPS et al., 2013). A C. xanthocarpa Berg é
comum na Regido Sul do Brasil e outros locais como Argentina, Paraguai e Uruguai
(AMARAL et al., 2016). A busca por compostos bioativos de origem natural com alta
capacidade antioxidante aumentou consideravelmente nas duas Ultimas décadas,
principalmente devido ao seu potencial na prevengdo e tratamento auxiliar de doengas
inflamatérias cronicas como doengas cardiovascularese neurodegenerativas (GIL-CHAVEZ et
al., 2013).

O Brasil possui uma grande diversidade de espécies de plantas, varias das espécies ja
registradas apresentam potencial como alimento funcional, e muitas outras espécies sdo
desconhecidas ou ainda ndo foram submetidas a qualquer estudo, a fim de verificar seus
beneficios para a saude (OLIVEIRA et al., 2012). Oliveira e colaboradores (2012) realizaram
levantamento bibliografico e encontraram 47 plantas nativas ja estudas em laboratorio com
beneficios a salude. As propriedades registradas foram atividades anti-oxidativa, antitumoral,
antimutagénica, antidiabética, anti-inflamatéria e propriedades cardioprotetoras, atividade
antigénica e utilidade no tratamento de hipovitaminose, propriedades laxativas,
hepatoprotetoras e hipolipidémicas.

Frutas silvestres tém ganhado aceitacdo tecnoldgica, as quais sdo comercializadas na
forma de sucos, doces, sorvetes e balas, porém & muitas ainda sdo sub-exploradas (RUFINO
et al., 2010). Estudos mostraram que essas frutas tém diferentes substancias bioativas que
podem agir isoladamente ou em conjunto sobre varios alvos fisiopatoldgicos de doencas
cronicas. O consumo de frutas tropicais estd aumentando no mercado doméstico emercados
internacionais devido ao crescente reconhecimento de seu valor para salde humana
(SAKLANI, KUTTY, 2008).

Com base na literatura e em resultados bem sucedidos com plantas medicinais
procurou-se com este trabalho, identificar compostos bioativos e avaliar o efeito bioldgicodos
extratos da C. xanthocarpa em células de Tumor de cortex Adrenal (H295R) bem como em
celulas do sistema de defesa (RAW 264.7 — macrofagos).



14

3. OBJETIVO GERAL

O objetivo desse estudo foi quantificar os compostos bioativos e avaliar as atividades

anti-inflamatoria e citotoxica da planta Guabirobeira (Campomanesia xanthocarpa Berg).

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar a extracdo de polpa e folha da Guabiroba;
- Determinar a concentracdo de compostos fendlicos totais, flavonoides, clorofilas,

carotenoides, cumarinas e taninos;

- Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos pelos ensaios de captacdo dos radicais livres
DPPH e ABTS;

- Comparar a extracdo de compostos bioativos e atividade antioxidante, dos extratos de Folha
e Polpa da guabirobeira, extraidos com solvente etanol70% por dois métodos diferentes
(Agitacdo Magnética e Sob Refluxo em Soxhlet);

-Avaliar a atividade citotoxicados extratos, pelo ensaio de viabilidade celular da linhagem
H295R em ensaio colorimétrico de MTT,;

- Avaliara capacidade de adesdo, atividade fagocitaria e volume lisossomal (vermelho neutro)
de células de macréfagos da linhagem RAW 264.7 dos extratos.



15

4. REFERENCIAL TEORICO

4.1 PLANTAS MEDICINAIS

Plantas medicinais eram usadas desde a antiguidade, e até hoje € um importante
recurso terapéutico para o tratamento de doencas (FREITAS, 1999). Registros antigos
apontam conhecimento de varias propriedades medicianais de plantas, o qual a utilizagao foi
passada de geracdo em geracdo (SIMOES et al., 2007). De acordo com Verpoorte (2000),
cerca de 6% das plantas do mundo foram selecionadas pela atividade biologica e destas
apenas 15% foram fitoquimicamente avaliadas. O Brasil possui grande diversidade étnica e
cultural, a qual agrega consideravel conhecimento tradicional, no uso medicinal de plantas,
principalmente pelos povos indigenas, que utilizam as florestas como farmécia (MARTINS et
al., 1998).

Vaérias plantas sdo utilizadas na medicina tradicional indigena para o tratamento de
diferentes doencas, bem como para tratar os sintomas da pele e da membrana mucosa
associados a gripe, febre, ictericia e diarréia, entre outros. Muitos destes efeitos foram
cientificamente comprovados, porém o uso indiscriminado de plantas medicinais, sem saber
se as mesmas apresentam eficacia e seguranca, representando riscos sérios para populacédo
(MOURA-COSTA et al.,2012).

4.1.1 Frutas

O Brasil é reconhecido pela grande variedade de frutas frescas produzidas anualmente,
em todas as regides do pais e destacam-se também como grande exportador das mesmas para
varios paises, segundo dados da Associacdo Brasileira dos Produtores e Exportadores de
Frutas (ABRAFRUTAS). Devido a sua extensdo territorial, solo e condigdes climaticas, o
pais apresenta vasta riqueza ecoldgica (IBRAF, 2015; MALTA et al. 2013; SEBRAE, 2015),
a qual proporciona um grande numero de espécies de frutas nativas, selvagens e exoticas, com
grande potencial para industria de alimentos, e que em sua maioria, ndo sao exploradas
comercialmente (NERI-NUMA et al., 2013). Neste sentido, estudos focados na capacidade
antioxidante das frutas e seus respectivos beneficios e na reducéo da perda durante colheita e
pos-colheita sdo importantes para o desenvolvimento cultural, social, tecnologico e

econémico da regido.
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4.1.2 Guabiroba (Campomanesia spp)

Entre as plantas nativas, as mirtdceas estdo presentes em todo o dominio
fitogeografico brasileiro, representando uma das maiores familias, com 23 géneros e cerca de
100 espécies (LORENZI, 2002). O género Campomanesia, recebe destaque entre a familia
Myrtaceae, apresentando 25 espécies, sendo destas, 15 espécies nativas brasileiras, apreciadas
popularmente, além de servir como recurso alimentar de varias aves, peixes, répteis e animais
silvestres (BIAVATTI et al., 2004).

A Campomanesia xanthocarpa apresenta duas variedades distintas, sendo a littoralis
com altura variando entre 0,20 e 1,50 metros, apresentando sempre porte arbustivo. A C.
xanthocarpa Berg medindo até 20 metros de altura, com ramificacdes irregulares, tronco com
casca de coloracdo parda acinzentada, suas folhas medem aproximadamente 5x3 c¢cm, podendo
chegar a 10 cm de comprimento e 5 cm de largura (BIAVATTI et al., 2004). A C.
xanthocarpa Berg aparece com maior frequéncia na Regido Sul do Brasil e outros locais
como Argentina, Paraguai e Uruguai (AMARAL et al., 2016) e pode se desenvolver em solos
pobres em nutrientes.

Betemps et al. (2013) realizou um levantamento sobre a presenga de frutas nativas
com potencial produtivo em 93 pequenas propriedades da regido do Territdrio da Cidadania
Cantuquiriguagu — PR, com o objetivo de valorizar, fortalecer a economia local, aumentar a
disponibilidade de frutas frescas e contribuir coma seguranca alimentar. De acordo com 0s
resultados obtidos, a Guabiroba apareceu em maior destaque.

Os frutos da planta do género Campomanesia (Myrtaceae), popularmente conhecidos
como “guavirova”, “guabiroba”, “gabiroba” ou “guavira”, sdo, geralmente, consumidos in
natura e suas folhas e raizes utilizadas popularmente, em infusdes, para prevencdo e
tratamento de diversas enfermidades, como diabetes, dislipidemias, efeitos antiplaquetarios,
efeitos antiulcerogénicos e para reducdo peso corporal (FERREIRA et al., 2013; KLAFKE et
al., 2010; PALOZZA et al., 2012; VINAGRE et al., 2010). A guabirobeira (Campomanesia
xanthocarpa. Berg), é popularmente utilizada com diferentes propositos como tratamento de
Ulceras, diarreia, artrite reumatoide, perda de peso, e reducdo das concentracdes de colesterol
sanguineo (ALVES et al., 2013; BALLVE et al.,1995). No entanto, maiores investigacfes sao
necessariasna elucidacdo dos efeitos da Campomanesia em diferentes doengas, suas
concentracOes e identificacdo dos compostos bioativos presentes na planta, responsaveis por
tais efeitos (ESPINDOLA et al., 2016; PASCOAL et al., 2011).
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No presente estudo, a planta Campomanesia xanthocarpa Berg, serd chamada de

Guabirobeira, e seu fruto de Guabiroba.

4.2 COMPOSTOS BIOATIVOS

O consumo de frutas e vegetais tem sido associado a reducao do estresse oxidativo e
do processo inflamatério, ambos relacionados ao desenvolvimento de doengas cronicas. Este
efeito benéfico é vinculado em parte pela presenca dos compostos bioativos presentes nestas
plantas (KAULMANN et al., 2014).

Os compostos bioativos sdo metabdlitos secundarios, produzidos pelas plantas que
contribuem no processo de adaptacédo e resisténcia da mesma ao meio ambiente (ROCHA et
al., 2011). Agem como antioxidantes e tem efeitos importantes na promoc¢do da salde e
prevencdo de doencas no ser humano, atuando como antibacterianos, anti-inflamatorios, anti-
alérgicos, antivirais, antitromboticos, vasodilatadores e anticancerigenos (XIE et al., 2015).
Os agentes antioxidantes tém a capacidade de prevenir e reparar danos causados pela
oxidagcdo, e podem estar presentes em alguns nutrientes (vitaminas e minerais) e em
substancias ndo nutricionais como os fitoquimicos (BETA, DUODU, 2016) (Figura 1). Um
dos mecanismos pelos quais estes compostos exercem seus efeitos benéficos a saude, é
através da eliminacdo de radicais livres, substancias capazes de causar danos em diferentes
estruturas celulares (BACANLI et al., 2015). Dentre os varios compostos, os flavonoides
(principalmente as antocianinas) os carotenoides (como a luteina), e a vitamina C, foram os
que apresentaram maior capacidade antioxidante e anti-inflamatoria de acordo com estudo de
Kaulmann et al. (2014).

Os carotenoides, juntamente com as vitaminas, sdo as substancias mais investigadas
como agentes antioxidantes em sistemas bioldgicos e sdo responsaveis pelo poder curativo e
preventivo de certos alimentos (RODRIGUEZ-AMAYA, 1993). As clorofilas sdo muito
utilizadas como pigmentos e antioxidantes, a substituicdo dos pigmentos sintéticos pela
clorofila contribui muito para a producgédo de alimentos mais saudaveis (STREIT et al., 2005).
Os compostos fendlicos apresentam anel aromético e pelo menos um grupo hidroxila na sua
estrutura quimica, variando de uma simples molécula fenélica a um complexo polimero, sdo
responsaveis pela pigmentacéo e protecdo das plantas contra microorganismos e insetos, além
de serem essenciais para seu crescimento e reproducdo (IGNAT, VOLF, POPA, 2011). Ao
ingerir alimentos que possuem compostos fenolicos, os mesmos podem trazer beneficios a

salide, pois no organismo humano atuam como antioxidantes, auxiliando na eliminacdo de
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radicais livres (MARTINS et al., 2011). Podem ser classificados em dois grupos principais, 0S
acidos fendlicos e os flavonoides. Os flavonoides podem ser considerados o maior grupo, com
aproximadamente 4 mil estruturas identificadas e classificadas (KARAKAYA, 2004; LIU,
2004). Dentre os compostos fendlicos, destaca-se as antocianinas, pigmentos naturais,
responsaveis pelas cores atraentes de flores, frutas e verduras, que apresentam propriedades
antioxidantes capazes de reduzir ou prevenir eventuais efeitos nocivos, causados pelos
radicais livres ao corpo humano (MIZGIER et al., 2016). De modo geral, 0s compostos
fendlicos tambem podem exercer efeitos antimicrobiano, anticarcinogénico e antiproliferativo
(ALONSO-CASTRO et al., 2011; SOUZA-MOREIRA et al., 2011). A presenca de
cumarinas nas plantas, pode estar relacionada a atividade anti-inflamatoria, vasodilatadora, e
ainda atividade anticarcinogénica (LU et al., 2013; VITORINO et al., 2013). De acordo com
Chung e colaboradores (1998), os taninos apresentam duplo efeito na saide humana, podendo
apresentar efeito benéfico como acdo antitumoral e antimicrobiana e efeitos antinutricionais,

guelando vitaminas e minerais.

Figura 1. Compostos fitoquimicos presentes em matrizes vegetais.

| Fitoquimicos |
| | | 1
Compostos
Carotenoides Fendlicos Alcaloides contendo Comp:.;:w;
nitrogénio organassulfurados

Alfz-caroteno Acdos lsotiocianato
Betacaroteno fenohicos Favonoides Estilbenos Cumarinas Taninos Indol
Luteina I Comp
Zoaxantina ,—|—| [ T T T T 1 Sulfurados
Astaxanting Alllicos

Ackdos Addos Flavonois -

Fl | q
Licopeno hdroudbencoico | | hdrasicianamida Flavondis lavonas catequings Flavononas Antoclanidinas lsoflavonoides
| [ [ I | I I I
-CUmarico )
Galico P Querceting Apigenina Catequina .-.:m'?x: Cianidin GGT!I“OIM
Protocatequina Cafeico Campofarol Crising Epicatequina Nmi;nm Pelargonidina Daidiceina
Vanikco Sindpico Miricertin Luteclina || epigalocatequina Dotfinidia G
Seringico Fendlico Galangina Epigatequinagalato Peoniding Formononetira
Fisetina Epigalocatequina Malvidina
galato

Fonte: LI1U (2004).

Os compostos fitoquimicos encontrados nas Campomansia spp sdo os carotenoides, 0s
alcaloides e os fendlicos, dentro deste Ultimo as chalconas, os taninos, cumarinas, 0S
flavonoides e os acidos fendlicos, tais como os acidos galico, eldgico e hidroxibenzoico. Ao
verificar os flavonoides, encontra-se os flavonois (querecetina e miricetina), as flavonas, 0s

flavanois (catequina, epicatequina e proantocinidina) e as flavanonas (ARAUJO et al., 2016;
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CARDOSO et al., 2013; DONADO-PESTANA et al, 2015; HAAS, 2011; KLAFKE et al.,
2010; MADALOSSO et al., 2012; MICHEL et al., 2013; OLIVEIRA FERNANDES et al.,
2015; SANTOS, 2011; VISCARDI et al., 2016).

Neste contexto, plantas que apresentam acdo anti-inflamatdria podem contribuir para o
desenvolvimento de novos produtos (MOLDOVAN et al., 2016). Auxiliando a promocao da
salde do consumidor, ao permitir acesso permanente a frutas e produtos horticolas, e
consequentemente, aumentando a frequénciado consumo destes alimentos ao longo do ano
(ANDRES et. al., 2016; NOWICKA, WOJDYLO e SAMOTICHA, 2016).

4.3 CANCER

4.3.1 Cancer

O termo cancer descreve mais de 100 doencas, caracterizadas por alteracdes no
comportamento normal das células, fazendo com que as mesmas se dividam
descontroladamente, crescendo rapido e podendo espalhar-se a outros tecidos ou ainda ir para
a corrente sanguinea e/ou linfatica levando a formacéo de tumores secundarios em qualquer
parte do organismo, comprometendo suas fun¢des normais (INCA, 2014; WHO, 2013). As
células tumorais possuem anormalidades genéticas em seus sistemas reguladores que resultam
em perda do controle do crescimento. As alteragdes no DNA das células somaticas podem ser
decorrentes de fatores externos como substancias quimicas, radiacdo e virus, ou de fatores
internos como predisposicdo genética herdados pelas células germinativas, desequilibrios
hormonais e deficiéncias do sistema imunitario (FILHO, PEREIRA, GUIMARAES, 2009;
STRICKER, KUMAR, 2008; LOPES, OLIVEIRA, PRADO, 2002).

Em geral, o processo tumoral se caracteriza por acumulo sucessivo de alteracfes
genéticas em determinadas linhagens celulares. Estas alteragcbes causam um mau
funcionamento para a célula, escapando dos mecanismos fisiolégicos de controle do
crescimento e proliferacdo celular (LERARI, MENDONCA, LIN, 2005). As células tumorais
adquirem progressivamente, habilidades que as distinguem das células normais, conforme
alteragdes genémicas sdo acumuladas ao longo do tempo. As habilidades adquiridas comuns
em todas as neoplasias sdo: auto-suficiéncia de sinais proliferativos, insensibilidade a sinais
inibitoérios, potencial replicativo ilimitado, escape do mecanismo de apoptose (morte celular),
e ao referir-se a tumores malignos, além das demais, também apresentam habilidade de
invasdo e metastases (HANAHAN, WEINBERG, 2000). Os tumores sdo classificados
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utilizando-se critérios clinico (maligno ou benigno), morfoldgico (analise microscopica) e
origem (FILHO, PEREIRA, GUIMARAES, 2009).

Segundo estudo realizado pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA), estima-se 596
mil novos casos de cancer em 2016, com maior incidéncia entre mulheres 300.800, que em
homens 295.200. Ainda segundo a mesma pesquisa, 0s tumores pediatricos corresponderiam a
3%, estimando-se assim cerca de 12.600 novos casos de cancer em criancas e adolescentes até
19 anos.

De acordo com o documento da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), denominado
World Cancer Report 2014 da International Agency for Researchon Cancer (larc), o cancer €
inquestionavelmente problema de satde publica (OMS - 1ARC, 2014). Estudo realizado em
2012 pelo projeto Globocan/larc estima que 60% dos novos casos cancer e 70% dos dbitos
previstos ocorrem em paises em desenvolvimento. Este nUmero vem aumentando rapidamente
devido ao envelhecimento da populacdo, sedentarismo, dietas pouco saudaveis e poluicéo,
além disso, em paises menos desenvolvidos ocorrem dificuldades em diagnosticar estas
neoplasias em estagio inicial e deficiéncias no tratamento (OMS — GLOBOCAN/IARC,
2012). O cancer € a segunda maior causa de morte no Brasil, atras apenas das mortes causadas

por doengas cardiovasculares (INCA, 2014).

4.3.2 Fitoquimicos e Cancer

A possibilidade de que alguns compostos bioativos, presentes em plantas medicinais,
possam apresentar efeitos que contribuem na prevencéo e/ou tratamento do cancer traz como
resultado intensa pesquisa por diferentes laboratérios em todo 0 mundo (COSTA-LOFUTO et
al., 2010; VIZZOTO, FETTER, 2009).

O tratamento de combate ao cancer pode envolver diferentes estratégias como excisao
cirargica, radioterapia e quimioterapia, variando de acordo com o tipo de tumor e estagio de
seu desenvolvimento. Um ponto importante a ser levado em consideracdo em relagéo a estes
tratamentos convencionais, € que eles apresentam efeitos colaterais como nausea, vomito e
caquexia, devido a danos ocasionados a células e tecidos saudaveis. Por esta razdo e pelo fato
de que esta doenca apresenta altos indices de mortalidade, hd uma continua busca por
compostos que possam contribuam no tratamento desta doenca, buscando uma acdo mais
eficiente nas células cancerosas e menos agressivas as células ndo tumorais (ALI et al., 2013;
DA COSTA et al., 2015).
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Os fitoquimicos alcaloides, saponinas, triterpenos, glicosideos, polifendis, entre
outros, apresentam propriedades antitumorais (GAUTAM, MANTHA, MITALL, 2014). Em
estudo, a Campomanesia adamantium demonstrou potencial no tratamento de cancer de
prostata, pancreas e mama, decorrente da presenca do D-limonemo (VALLILO,
BUSTILLOS, AGUIAR, 2006).

4.3.3 Tumor de cortéx adrenal

O cortex adrenal faz parte da glandula adrenal, a qual esta localizada na parte
superior dos rins, composto por trés regides funcionais distintas. A zona glomerulosa é
regulada pela angiotensina Il e pelo potassio, secreta o horménio aldosterona, responsavel
pela regulacdo do balanco eletrolitico. A zona fasciculada sintetiza o hormonio
glicocorticéide, cortisol, o qual ajuda o organismo a controlar o estresse, reduzir inflamacdes,
contribuir para o funcionamento do sistema imune e manter os niveis de aglcar no sangue e a
pressdo arterial constantes. A zona reticular é responsavel pela producdo de hormonios
esteroides androgénicos (horménios sexuais), Desidroepiandrosterona (DHEA) e Sulfato de
Desidroepiandrosterona (S-DHEA), ambos regulados pelo horménio adrenocorticotrofico
(ACTH) (SILVA, 2005; FREITAS, 2007).

Os tumores das glandulas adrenais sdo oriundos de diversos tipos histoldgicos,
apresentam manifestacdes clinicas variadas, dependendo da producéo ou ndo de horménios. O
tumor de cortex adrenal (TCA) € uma doenca rara, correspondendo a cerca de 0,02% de todas
as neoplasias, que pode ocorrer em qualquer idade, porém atinge principalmente a faixa etéaria
abaixo de cinco anos ou acima de cinquenta anos. O TCA em criangas possui caracteristicas
parecidas em muitos paises. No Parana e em S&o Paulo, a doenca possui ha maioria dos casos,
como origem principal, a mutacdo germinativa do gene supressor tumoral TP53 (PINTO et
al., 2011; ROMAN, 2006).

A incidéncia anual de Tumor de Cortex Adrenal em criancas no estado do Parana é
aproximadamente 15 vezes maior que a descrita em outros paises, como exemplo nos Estados
Unidos (PEREIRA et al., 2004). As eventuais falhas em tratamentos, bem como a presenca de
efeitos colaterais indesejados, sdo em geral ocasionadas pela falta de especificidade do
medicamento, 0 que direciona a procura por compostos mais especificos e acessiveis
(ALMEIDA et al., 2010).

De acordo com estudos dos Tumores Adrenais, identificam-se quatro estagios da

doenca. O estagio | e Il corresponde a uma doenca local que se diferenciam pelo tamanho do
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tumor. O estagio Il € considerado uma invasao local e metastase para os linfonodos e estagio
IV, uma doenca avancada, com metastases distantes do local de origem (LEE et al., 1995;
LONDON, 2011).

4.4 DOENCAS INFLAMATORIAS

4.4.1Sistema Imunitario

A principal funcdo do sistema imunitario é proteger o organismo, eliminando ou
neutralizando moléculas estranhas e ao mesmo tempo reconhecendo e tolerando particulas
que pertencem ao organismo (TOBIN, 2006). O organismo inicia uma resposta inflamatdria,
assim que é exposto a um agressor, € um evento em que as células e mediadores trabalham
para neutralizar e eliminar estimulos nocivos e manter a homeostase (MEDZHITOV, 2010;
COTRAN, KUMAR, COLLINS, 2006). A resposta ndo ocorre somente frente a um processo
infeccioso, mas também diante de estimulos como radiacdo ultravioleta, danos mecénicos,
substancias toxicas e alérgicas, alteragbes hormonais e estresse (ABBAS, 2008;
KANITAKIS, 2002). Esta resposta é caracterizada por febre, leucocitose, migracao de células
inflamatorias e aumento na producéo de proteinas pelo figado (WAITZBERG, 2009). Embora
seja um processo fisiologico e benéfico, os processos inflamatérios podem causar lesdes
teciduais quando respondem de maneira exacerbada ao agente agressor, estando envolvidos
na patogénese e progressdo de muitas doencas como asma, rinite, artrite, aterosclerose,
esclerose mudltipla, entre outras (ELTZSCHIG e ECKLE, 2011; MANDHANE, SHAH e
THENNATI, 2011; VAN-ASSCHE et al., 2011).

As inflamagOes sdo caracterizadas como sendo agudas ou cronicas inflamagdes
agudas, menor tempo de exposicdo do agressor, permanecem por horas ou dias e apresentam-
se com fenbmenos exsudativos, permeabilidade vascular com formacdo de edema (acumulo
de liquido na regido inflamada), fibrina, leucocitos e hemacias, a mesma pode evoluir para
quadro de inflamacdo cronica. As inflamagdes crbnicas persistem por semanas e meses,
apresentando fendmenos proliferativos, com migracdo e proliferacdo local de mondcitos e
linfocitos (MONTENEGRO e FECCHIO, 1999).

A imunidade inata é a primeira linha de defesa contra as infec¢bes e pode muitas
vezes, eliminar o agressor. Os mecanismos de imunidade inata encontram-se naturalmente no
organismo, e sdo rapidamente ativados pelo agressor, antes do desenvolvimento das respostas

imunes adaptativas. Consistem em barreiras fisicas e mecanicas que retardam a entrada de
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agentes agressores, tais como a pele, trato respiratério, membranas, mucosas, fluidos
corporais, barreiras fisioldgicas que inibem e eliminam o crescimento de microorganismos
como a temperatura corporal, acidez gastrica; mediadores quimicos que rompem as paredes
celulares do agressor (lisozimas, interferon), barreiras celulares que eleminam o agressor
(linfocitos “Natural-Killer”-NK, neutrofilos e macréfagos) (CRUVINEL et al., 2010;
ABBAS, 2008).

As respostas imunoldgicas adaptativas, mais poderosas, operam por Gltimo em uma
infeccdo e sdo altamente especificas para o patdgeno que as induz (DIEAMANT et al., 2008).
Mediada pelos linfocitos B e T, apresentam especificidade respondendo especificamente ao
agressor, memoria imunoldgica, respostas subsequentes ao mesmo antigeno sdo mais rapidas,
maiores e melhores que a primeira, respondem por vias distintas a diferentes antigenos,
aumentando a eficiéncia da defesa, possuem capacidade de auto limitar a resposta, pois
produzem moléculas que auxiliam no termino da resposta imune, para linfocitos B sdo as
imunoglobulinas G4 (IgG4) e para T séo as interleucinas IL-4 e IL-10 (CRUVINEL et al.,
2010; ABBAS, 2008).

Os leucdcitos circulantes sdo ativados quando ocorre a entrada do patégeno no corpo
humano, os mesmos desempenham sua funcéo de defesa aderindo-se ao endotélio vascular e
posteriormente migrando para o tecido intersticial até o local da lesdo, através da sinalizacdo
dos mediadores quimiotaticos (citocinas e leucotrienos), fagocitando o agente agressor e 0
tecido que foi lesado durante a infeccdo (COUTINHO, MUZITANO, COSTA, 2009). As
citocinas pro-inflamatdrias sdo responsaveis por influenciarresposta inflamatéria a infeccao
ou a sepse, as mais importantes sdo a interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a) e interleucina-6 (IL-6), sintetizadas por macréfagos e outros tipos celulares
(linfécitos B e células dendriticas como precursores). Além da resposta inflamatdria na fase
aguda a IL-1 ativa as células dendriticas apresentadoras de antigenos, tendo como principais
fungdes a diferenciagdo e proliferagao de linfocitos B e T, de células “Natural-Killer”,
inducdo de febre e proliferacdo de células da medula 6ssea. A producdo aumentada de IL-1 e
TNF-o por macrofagos e monocitos leva a um aumento da atividade fagocitica de
macrdfagos, podendo gerar choque, na sepse grave. Estas citocinas também atuam na resposta
imunoldgica a tumores, aumentando a citotoxicidade as células tumorais (RUBEL et al.,
2011; WAITZBERG, 2009; COTRAN, KUMAR, COLLINS, 2006; LOPEZ-POSADAS et
al., 2008).

Os macréfagos sdo formas maduras demondcitos, e constituem um dos tipos de

fagocitos, distribuindo-se amplamente nos tecidos, onde passam a desempenhar um papel
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critico na imunidade inata. Macrofagos defendem a homeostase local e sistémica, iniciando
uma série de eventos celulares e bioguimicos. Apesar de serem considerados componentes do
sistema inato, possuem importante papel tanto na imunidade inata quanto na adaptativa
(celular e humoral) e estdo claramente envolvidos nas respostas pro e anti-inflamatorias, pois
secretam proteinas de sinalizacdo, que ativam outras células do sistema e as recrutam para a
resposta imune, além de atuarem como células de limpeza, eliminando células mortas e restos
celulares (BOWDISH, et al., 2007; JANEWAY et al., 2002).

Os macrofagos também desempenham fungdo como agentes de defesa contra tumores,
pois produzem mediadores inflamatérios incluindo diferentes citocinas, oxido nitrico (NO),
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e espécies reativas de oxigénio (anion superoxido O, e
perdxido de hidrogénio H,0,) (COUSSENS, WERB, 2002; RUBEL et al., 2010). O NO é um
radical gasoso de curta duracdo e um potente metabodlito reativo, uma das principais
moléculas das células imunes contra células tumorais e outros patégenos. Apesar da producao
de NO ter por principio a protecdo do hospedeiro a infec¢@es, a producdo excessiva de NO
durante uma infeccdo causa danosnos tecidos endoteliais, conferindo a esta molécula
caracteristicas de protecdo e destruicdo de estruturas celulares (CHI et al., 2003;
MACMICKING, XIE, NATHAN, 1997). A atividade antimicrobiana e citotoxica do NO séo
aprimoradas por outros produtos dos macréfagos, como acidos, glutationa, cisteina, peroxido
de hidrogénio e superoxido. As espécies reativas de oxigénio sdo formadas por uma sequéncia
de eventos bioquimicos, que acompanham o processo fagocitario tanto de macrofagos quanto
de neutrofilos, que acarreta na absorcdo de oxigénio seguido pela formacdo de produtos
reativos de oxigénio, reagcdo normalmente chamada exploséo oxidativa. A primeira reacao que
ocorre neste processo é a reducdo de um elétron de oxigénio, formando o superédxido (O3),
catalisado por NADPH oxidase ou NADH oxidase, diferindo pelo uso dos substratos
(NADPH ou NADH), posteriormente convertido em H,0,, pela enzima superoxido
dismutase(ROOT, 1977). A producéo do radical livre Anion superdxido é uma das reagdes
mais imediatas da resposta imune, o qual contribui para o estresseoxidativo em sitios
inflamatorios, é necessario para a oxidacdo do LDL mediada por mondcitos e altera as
funcbes celulares como adesdo e proliferacio (RUEDA et al., 2013). O controle da
concentracdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) também € importante para o funcionamento
da resposta imune, pois elimina bactérias e previne infec¢cbes (CHO, HUNT, HUSSAIN,
2001). Estes Reativos de Oxigénio desempenham excelente papel antitumoral, porém
possuem capacidade de induzir danos aos tecidos (RUBEL et al., 2011). A habilidade dos

macrdéfagos de produzir espécies reativas do oxigénio e Oxido nitrico pode aumentar a
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sobrecarga oxidativa de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e podem acelerar 0 processo
de aterosclerose (WOO et al., 2005).

4.4.3Dieta e Sistema Imunitario

A recuperacdo de habitos alimentares saudaveis é uma importante estratégia de
promocdo da saude, mas, apesar do elevado numero de opgdes, poucos incentivos para o
consumo de espécies nativas sdo fornecidos pelas agéncias governamentais brasileiras, como
exemplo o Guia Alimentar da Populagdo Brasileira (BRASIL, 2005), quanto a utilizacdo de
alimentos de espécies nativas, recomenda apenas o uso de mandioca, abacaxi e os frutos como
goiaba e jabuticaba. A inclusdo no consumo de plantas alimenticias nativas, além de aumentar
0 numero de opcOes alimentares ricas em nutrientes capazes de prevenir doencas
degenerativas, também promove o0 uso destas que muitas vezes sdo desperdicadas
(OLIVEIRA et al., 2012; ALVES et al., 2008). Consumo de frutas esta intimamente ligado a
preocupacao com a saude, devido ao conteddo nutricional dos mesmos, além de nutrientes
essenciais, apresentam quantidades consideraveis de micronutrientes, como minerais, fibras,
vitaminas e compostos bioativos, e as evidencias que trazem a importancia desses
micronutrientes para a saude humana sdo crescentes. (VASCO, RUALES, KAMAL-ELDIN,
2008).

Segundo alguns estudos a composicdo do microbioma intestinal € modulada por uma
série de fatores, como caracteristicas genéticas, habitos de higiene e estilo de vida, bem como
a ingestdo de nutrientes (SEKIROVet al., 2010; TURNBAUGHet al., 2007). Desta forma o
consumo de alimentos ricos em polifendis atuam positivamente namicrobiota humana, as
bactérias digerem os fenolicos em metabdlitos fisiologicamente relevantes e por outro lado, os
polifendis podem modular a composi¢do microbiana (PARKAR, TROWER, STEVENSON,
2013; VALDES et al., 2015; ROCHA et al., 2016).

A disbiose da microbiota intestinal tem sido associada a um nimero crescente de
doencas, obesidade, diabetes, doenca inflamatdria intestinal, asma, alergia, cancer e inclusive
distdrbios neuroldgicos ou comportamentais. Uma microbiota saudavel leva a um
desenvolvimento humano saudavel, este deve ocorrer nos primeiros anos de vida, comegando
durante a fase fetal (XIMENES, TORRES, 2017; SEKIRQOV et al., 2010).

Estudos sugerem uma contribui¢cdo microbiana para o inicio ou progressdo de doencas
autoimunes. A microbiota intestinal e seus metabdlitos demonstraram influenciar as funcées

imunoldgicas e a homeostase imune tanto no intestino quanto sistematicamente, também ha
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diferencas especificas de género na imunidade, com a formacdo da microbiota intestinal e
concomitantemente pelo ambiente hormonal que governa as diferencas entre 0s Sexos,
pesquisas apontam relages hormonais e microbiota intestinal, onde bactérias séo capazes de
produzir hormonios (serotonina, dopaminae somatostatina), respondem aos hormonios do
hospedeiro (estrogénios) e regulam a homeostase dos hormonios do hospedeiro, sugerem que
a modulacdo da microbiota podeproteger contra doenca autoimune (HIV). A composicao da
microbiota intestinal através do consumo dietético tem o potencial de resolver a inflamacao
crénica ndo controlada, através da alteracdo da atividade metabdlica da microbiota intestinal
(RIZZETTO et al., 2018).

45CULTURA CELULAR

A Cultura celular pode ser compreendida como um conjunto de técnicas que permitem
manter células ou tecidos isolados fora do organismo, mantendo suas caracteristicas
fisioldgicas. Este tipo de técnica pode ser utilizado com diferentes propositos, sendo um deles
para estudos in vitro, os quais permitem verificar possiveis efeitos biologicos de diferentes
compostos. A cultura celular primaria é composta por células obtidas diretamente de um
tecido humano ou animal e apresentam um tempo de vida curto, enquanto a cultura celular
continua é composta por linhagens celulares continuas, cujas células sofreram processo de
imortalizacdo, adquirindo a capacidade de se multiplicar indefinidamente. As células de
linhagens continuas apresentam menor variacdo nos resultados obtidos, oferecendo maior
reprodutibilidade e fidelidade dos dados (FRESHNEY, 2006).

Linhagens celulares mantidas a partir de células tumorais sdo utilizadas em estudos
visando o desenvolvimento de novas abordagens para as doencas (BERZOFSKY et al., 2004)
e através destes estudos in vitro podem-se conhecer melhor os efeitos causados por agentes
quimicos e estimar os efeitos em humanos, pois apresentam reacOes e alteracBes a partir de
estimulos, semelhantes aos encontrados no corpo humano (NOWICKA,WOJDYLO,
SAMOTICHA, 2016; VALADARES, 2006). Os estudos que utilizam modelos celulares
permitem uma série de investigacfes com diferentes aplicacdes.

A linhagem celular do Adenocarcinoma Humano H295R (tumor do cértex adrenal), a
qual é uma variacdo da linhagem NCI-H295R, com caracteristicas fisioldgicas de células
adrenais do feto humano e com capacidade de produzir os hormonios esteroidais
encontradosno cértex adrenal adulto (GAZDAR et al., 1990; STAELS et al. 1993; HARVEY,
EVERETT, 2003; RAINEY, SANER, SCHIMMER, 2004), constitui um modelo util para a
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investigacdo in vitro dos efeitos citotoxicos de alguns extratos de planta, que podem ter
resultados promissores no tratamento do carcinoma adrenocortical.

A linhagem celular de macrofagos peritoniais RAW 264.7, derivada de camundongos
Balb/c,células imuno efetoras que desempenham papel relevante na defesa do organismo
frente a patégenos, modelo celular Gtil para ensaios fagocitarios, retencdo lisossomal e adesao
de macrofagos (DECS, 2018).

4.6 TIPOS DE EXTRACAO

A obtencdo de extratos vegetais pode ser realizada por diferentes métodos extrativos o0s
quais incluem maceracdo, agitacdo magnética, percolacdo, decoccdo, refluxo (Soxhlet),
extracdo em contra-corrente, extracao assistida por microondas, ultra-som, fluido supercritico
e turbolise. De acordo com Tiwari et al. (2011), alguns fatores influenciam na extracao, tais
como a parte do vegetal utilizada, grau de processamento, teor de umidade, tamanho da
particula, capacidade de intumescimento, tempo de extracdo, temperatura, tipo e polaridade
do solvente, bem como concentragéo do solvente utilizado.

A extracdo por Soxhlet é bastante utilizada em matrizes sélidas como na extracdo de
substancias em plantas. Este tipo de extracdo acontece de forma continua, onde as parte da
planta desejada séo imersas no solvente, o qual entra em ebulicdo em aparelho acoplado a um
condensador, de forma que o solvente evaporado durante 0 processo seja recuperado e retorne
ao conjunto. Extracdo altamente eficiente empregando quantidade reduzida de solvente, mas
devem ser tomadas precaucGes com a temperatura. Técnicas de extracdo que utilizam altas
temperaturas podem ocasionar a destruicdo de compostos termossensiveis presentes nas
matrizes sélidas dos vegetais (OLIVEIRA, et al., 2016; SIMOES et al., 2010).

Através da agitacdo magnética pode-se manter o material exposto ao solvente durante
todo o periodo de extracdo, mantendo 0 mesmo sob agitacdo constante e com temperatura
controlada o que possibilita melhor extracdo e evitando perdas de substancias atraves de altas
temperaturas (TOYOHARA et al., 2015).Este é considerado um processo simples, pois
consiste em empregar calor e agitacdo a fim de realizar a dissolucdo das substancias presentes
na amostra para o solvente extrator (CASTRO, CAPOTE, 2010).

A polaridade do solvente utilizado pode afetar a transferéncia de elétrons e de &tomos de
hidrogénio, interferindo diretamente na extracdo de polifendis e outros metabdlitos
secundarios e consequentemente na capacidade antioxidante que este extrato ira desempenhar
(ROCKENBACH et al.,, 2008; VONGSAK et al, 2013; BAMPOULI et al, 2014;
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KARABEGOVIC et al., 2014). Oliveira et al. (2016) concluiu em seu estudo que as técnicas
de extracdo e a natureza do solvente extrator afetam diretamente nos rendimentos extrativos e
no teor de metabdlitos presentes, podendo interferir em atividades biologicas e
farmacoldgicas.

Nas matrizes vegetais caules, raizes, polpas e folhas sdo encontrados os compostos
fenolicos, que sdo um dos maiores responsaveis pela atividade antioxidante (KOOLEN et al.,
2013). O teor desses compostos pode ser influenciado por fatores como espécie, praticas de
cultivo, origem geografica, estdgio de maturacdo, condicdes de colheita e armazenagem
(VIEIRA et al., 2011). O tipo de solvente utilizado, assim como as condi¢Ges de extragéo
(tempo, temperatura, por exemplo) tem efeito na eficiéncia de extragdo dos compostos
fenodlicos da matriz alimenticia. Os solventes com maior eficiéncia de extracdo sdo 0s
hidroalcoois, tais como metanol70% e etanol70%, podendo ocorrer variagdes devido a grande
diversidade de compostos fenolicos (BATAGLION et al., 2014) e por apresentarem diferentes
graus de polarizacdo (NACZK, SHAHIDI, 2004), influenciando na eficiéncia de extragéo.
Vale ressaltar que as diferencas podem ser atribuidas a metodologia de extracao utilizada, a
quantidade de reagentes, as condicOes de reacdo e ao comprimento de onda de leitura. Quando
se faz a extracdo com alcool (por exemplo etanol ou metanol), obtém-se os compostos
fendlicos presentes na fracdo hidrofilica da polpa, enquanto a extracdo usando hexano, obtém-
se 0s compostos fenolicos presentes na fragdo lipofilica do vegetal.

O solvente n-hexano € um solvente pouco polar, e seus extratos apresentam compostos
bioativos da classe dos terpenos, com o0s sesquiterpenos, triterpenos e esterois (DE PASCUAL
et al., 1985; HA et al. 2009; CACERES-CASTILLO et al., 2008), estes apresentam atividade
toxica frente a alguns organismos como Artemia Salina (crusticeo) (ADOUM, 2009),
triterpenos acidos como o &cido oleandlico e acido ursolico também apresentam grande
capacidade toxica (MOREIRA et. al, 2003; LEE et al., 2002). Algumas espécies de plantas
apresentam atividade antibacteriana e antifingica somente em suas fragcdes hexanicas, como é
0 caso da E. catharinae que apresentou atividade tdxica somente no extrato bruto de etanol e
nas fracdes insollvel de hexano, outras espécies da Familia Mirtaceae, testadas também
apresentaram a fracdo hexano como a mais ativa contra fungos (MORESCO, PIZZOLATTI,
BRIGHENTE, 2012). No extrato hexanico dos frutos de C. pubescens foram encontrados
duas chalconas e quatro flavanonas (CARDOSO et al., 2010). Segundo estudos de Bandgar et
al. (2010), flavanonas e chalconas sdo conhecidas por apresentarem vérias atividades
farmacologicas entre elas citotdxica, anti-inflamatéria, antiangiogénica, antipirética,

analgesica.
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5. METODOLOGIA

5.1 OBTENCAO DA MATERIA PRIMA

Os frutos e as folhas da Campomanesia xanthocarpa Berg, foram coletados no
municipio de Laranjeiras do Sul, localizado na regido Centro-Sul do Estado do Parana (25°
24' 28" S 52° 24' 57" O), no més de Dezembro de 2016. Coletados no primeiro horario do dia,
de forma manual, com temperatura ambiente variando em torno de 23 + 2 °C, durante a
coleta.

A coleta dos materiais (folhas e frutos) foi realizada por Amostragem ao acaso,
estratificada, de forma representativa atingindo todas as partes da arvore (frutos e folhas dos 4
sentidos cardeais da planta, alto, baixo e no interior da mesma), as amostras foram retiradas
de vérias arvores. Em relacdo aos frutos, foram colhidos maduros, em estagio considerado
adequado para o consumo, com coloracdo da casca predominantemente amarela/laranjada,
pois como h& evidéncias, frutos neste estagio de maturagdo, possuem maior quantidade de
compostos bioativos (SANTOS et al., 2011). Foi coletado aproximadamente 1 kg de frutos e
100 unidades de folhas, em cada arvore.

O material utilizado foi identificado como pertencente a Campomanesia xanthocarpa
Berg, pelo Técnico Laboratorista Diogo José Siqueira (Bidlogo e Mestre em Agroecologia e
Desenvolvimento Rural Sustentavel), a partir da avaliagdo morfolégica dos ramos, folhas,
flores e frutos, e comparados com descri¢Bes existentes na literatura, posteriormente 0 mesmo
foi armazenado no Herbario da Universidade Federal da Fronteira Sul — Campus de
Laranjeiras do Sul- PR (UFFS-LYS).

Apos a coleta, tanto os frutos, quanto as folhas, foram selecionados de acordo com
auséncia de injurias, super amadurecimento, presenca de furos ou quaisquer danos. Efetuou-se
a sanitizacdo com hipoclorito de sddiona concentragdo de 15 mL/L, imersos por 15 minutos,
seguido de enxague em &gua destilada.

Os frutos foram separados em porgOes de 100 g e embalados em embalagens de
polietileno, posteriormente armazenados em ultrafreezer a temperatura de congelamento de -
80 °C, até o momento de sua utilizacdo. As folhas passaram por processo de desidratagdo, em
Estufa de Secagem e Esterilizagdo com circulacdo e renovagdo de ar, por 37 h a 35 °C.

Posteriormente, o material foi pulverizado em Moinho de Rotor Martelo. Em seguida,


https://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=pt&pagename=Laranjeiras_do_Sul&params=25_24_28_S_52_24_57_W_type:city_region:BR_scale:75000
https://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=pt&pagename=Laranjeiras_do_Sul&params=25_24_28_S_52_24_57_W_type:city_region:BR_scale:75000
https://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=pt&pagename=Laranjeiras_do_Sul&params=25_24_28_S_52_24_57_W_type:city_region:BR_scale:75000
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embalado em polietileno recoberto com aluminio, desta forma evitando-se o contato com a
luz ambiente, mantidas em temperatura ambiente até sua utilizacao.

Para o despolpamento, os frutos foram descongelados em refrigerador convencional (5
+ 1°C) e posteriormentea polpa foi separada das cascas e sementes com o auxilio de peneira

de 0,6 mm, previamente higienizada.

5.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS

As analises quimicas de quantificacdo e extracdo de compostos bioativos, bem como a
quantificacdo da atividade antioxidante por radicais sintéticos foram realizadas nos
laboratérios de Alimentos de UFFS-LS. J& as andlises com linhagens celulares foram
realizadas no Laboratorio do Instituto Pelé Pequeno Principe em Curitiba/PR. Para pesquisa

foram utilizados somente reagentes P.A.

5.2.1 Extracdo Sob Agitacdo Magnética

Para elaboracdo dos extratos brutosutilizou-se como solventes o etanol 70% e n-
hexano realizada no Laboratério de Alimentos da UFFS- LS, sob protecdo da luz e com
temperatura condicionada a 25 °C. Seguiu-se a metodologia utilizada por Oliveira
Fernandeset al. 2015, com adaptacdes, onde utilizou-se 10 g da amostra folha ou/e 20 g da
amostra polpa, submetidos a 100 mL de solvente (etanol70% ou n-hexano), sob agitacdo
magnética constante, no periodode 1 hora e com temperatura controlada de 37 °C, a mistura
foi filtrada com o auxilio de papel filtro, o residuo da filtracdo foi extraido mais duas vezes
com 100 mL do respectivo solvente. Posteriormente os filtrados foram combinados e
concentrados em Rotaevaporadorcom pressao reduzida. Em seguida o extrato concentrado foi
levado para estufa, a 37°C visando a evaporacdo total de todos os solventes e obtendo-se
assim os extratos secos da Folha (F-et70 e F-hex) e da Polpa (P-et70e P-hex). Todos os
extratos foram armazenados em frascos ambar, protegidos da luz, umidade e altas

temperaturas, para posteriores analises.

5.2.2 Extragéo por Soxhlet
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Método descrito por Franz Von Soxhlet em 1879, onde, o solvente extrator é
continuamente renovado na camara de extracao, por destilacdo, convertido em um liquido que
goteja no filtro contendo o material que sofre respectivas lavagens (Percolacao).

A elaboracéo dos extratos brutos foi realizada no Laboratério de Alimentos da UFFS-
LS, realizada sob protecdo da luz e a temperatura condicionada a 25 °C. Foi utilizado como
solvente extrator o etanol 70% (v/v). Onde foram utilizados 10 g das folhas e 20 g da polpa,
submetidas a 200 mL de solvente, o qual inicia 0 processo com as amostras imersas em
solvente e envoltas por papel filtro, evitando que as mesmas extravasassem, 0 refluxo
manteve-se por 3 horas (SKALICKA-WOZNIAKGLOWNIAK, 2012).

Apos os extratos foram filtrados com o auxilio de papel filtro e concentrados em
Rotaevaporador com pressdo reduzida. Em seguida o extrato concentrado foi levado para
estufa & 37 °C, visando a evaporacao total do solvente e obtendo-se assim os extratos secos da
Folha (SF-et70) e daPolpa(SP-et70). Todos os extratos foram armazenados em frascos ambar,

protegidos da luz, umidade e altas temperaturas, para posteriores analises.

Rendimento dos extratos brutos
Para determinacdo da quantidade de extrato obtido, a partir de cada solvente foi utilizada a
equacdo: REB = MF / Ml x 100.
Onde:
REB - rendimento de extrato bruto, em %
MF - massa final em ¢

MI - massa inicial em g

5.3 DETERMINACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

5.3.1 Compostos Fendlicos Totais

Realizada através do método de Folin-Ciocauteau (BUCIC-KOJIC et al., 2007) com
modificacGes. Onde utilizou-se como reagente Folin-Ciocalteau 10% e 0s extratos secos
foram diluidos em seus respectivos solventes (1:1 v:v). Para determinacdo dos compostos
fendlicos totais utilizou-se a microplaca com pogos de 280 pL, em cada poco foram pipetados
209 uL de agua, em seguida adicionou-se as amostras de extratos, sendo 5 pL dos extratos de

F-et, F-hex e P-et, e 44 pL de Folin-Ciocalteau a 10 %, apds 4 min adicionou-se 22 uL de
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Carbonato de Sddio a 7,5%. A placa foi mantida em repouso, na auséncia da luz, por 2 h e
posteriormente, realizada a leitura, com leitor de microplacas, em comprimento de onda de
765 nm, descontando o valor do branco de cada medida (todos 0s reagentes menos o extrato).
Para quantificacdo de compostos fendlicos presentes no extrato P-hex, foi necessario utilizar
50 pL de amostra, reduzindo-se desta forma a quantidade de agua adicionada ao pogo para
164 pL, as demais substancias mantiveram as mesmas medidas de adi¢cdo. O experimento foi

realizado em triplicata.

Uma curva padrdo foielaborada com &cido galico nas concentracdes de 0; 4,46; 8,92;
17,85; 35,7 e 71,42 mg de EAG/L. Os resultados foram expressos em ug Equivante de Acido
Galico/g de amostra (KWIATKOWSKI et al., 2010).

5.3.2 Clorofilas e Carotenoides

Realizada através do meétodo de Lichtnthaler (1987), onde utilizou-se os extratos
secos. Para quantificacdo utilizou-se 2 mg de cada extrato e homogeneizou-se com 5 mL de
acetona a 80% (v:v). O material foi centrifugado com Forga G de 1788,80 g (Forga
Gravitacional) por 10 minutos, e o sobrenadante transferido para um baldo volumétrico de 25
mL, completando-se esse volume com acetona a 80% (v:v). Para valor de branco utilizou-se
leitura de acetona 80%. A absorbancia da solugéo foi obtida por espectrofotometria a 647, 663
e 470 nm. Os teores de clorofilas totais, ‘a’, ‘b’ e de carotenoides totais foram calculados
através de equacdes abaixo (eq.1, 2, 3 e 4) estabelecidas por Lichtenthaler (1987), quando

utiliza-se acetona 80% (v:v):

Clorofilas totais = 7,15 (Ags3) + 18,71 (As47)
Clorofilas ‘a’= 12,25 (Ags3) — 2,79 (Asa7)
Clorofilas ‘b’= 21,50 (Ass7) — 5,10 (Ass3)
Carotenoides totais = [1000 (A47o) -1,82 Chl ‘a’ — 85,02 Chl ‘b’]/ 198

Ao final multiplicaram-se os resultados pelo volume de amostra. O experimento foi

realizado em triplicata. Os resultados foram expressos em ng/gdeextrato.

5.3.3 Flavonoides
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Os flavonoides totais foram quantificados através da metodologia de Zhishen,
Mengcheng e Jianming (1999), onde utilizou-se 175 pL de cada extrato diluidos em seus
respectivos solventes (v:v 1:1). Em microplaca adicionou-se 25 uL de &gua destilada, 175 pL
de extrato, exceto ao branco onde adicionou-se metanol P.A no lugar do extrato, seguindo-se
com adicdo de 9 pL de Nitrito de Sodio a 10% (NaNO,;) aguardou-se 5 minutos,
posteriormente adicionado 9 uL de Cloreto de Aluminio (AICI3) aguardou-se 6 minutos,
seguindo com adicdo de 60 pL de Hidroxido de Sodio (NaOH), a leitura foi efetuada em
comprimento de onda de 510 nm.

Uma curva padrdo foi elaborada com padrdo de Catequina, nas concentragdes de 10,
25, 50, 75 e 100 pg de Equivalente de Catequina/g de extrato.

5.3.4 Cumarinas

A curva de cumarina foi realizada com padrdo primario (1,2-benzopirona — 99%),
utilizando 8 (oito) concentragdes diferentes 0 pug; 4,8 pg; 5,76 ug; 6,72 pg; 7,68 pg; 8,64 ug;
9,60 pg e 10,56 pg/g, as quais foram diluidas em solucdo estoque de metanol 80%
(metanol/agua 80:20).

A quantificacdo deste composto foi realizada através da metodologia de Amaral et al.,
(2009) com algumas modificacdes, onde utilizou-se 0,5 mL de cada extrato diluidos em seus
respectivos solventes (v:v 1:1). Em um baldo volumétrico de 25 mL adicionou-se 0,5 mL de
extrato e completou-se com a solucdo estoque de metanol 80%, os quais foram agitados. Para
leitura de branco utilizou-se apenas a solucdo estoque sem adicdo de extrato. Realizou-se a
leitura em triplicata, utilizando-se cubetas de quartzo em espectrofotdmetrono comprimento

de onda de 275 nm. Resultados expressos emug de Equivalente de Cumarina/g de extrato.

5.3.5 Taninos

Os teores de taninos nos extratos foram obtidos por dissolugéo de cada extrato bruto
em seus solventes (v:v 1:1). Em tubos falcon de 15 mL foram adicionados os extratos (F-et e
S-Fet 0,1 mL de extrato; F-hex, P-et e SP-et adicionados 0,5 mL de extrato; e P-hex 2 mL de
extrato) adicionou-se agua destilada em cada tubo até completar, juntamente com os extratos,
3 mL de solucdo. Posteriormente adicionou-se 1 mL do reagente de Folin-Denis e a solucdo

resultante foi agitada vigorosamente e deixada em repouso por 3 min. Seguindo-se com a
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adicdo de 1 mL de carbonato de sodio a 8%, estd mistura foi agitada e permaneceu em
repouso por 2 h. Seguindo-se este tempo a amostra foi centrifugada com Forca G de 4,47 ¢
para a remocao de matérias em suspensao, e posteriormente a mesma foi plaqueada em placas
de pocos para leitura em comprimento de onde de 725 nm (SIEGLER et al., 1986). Para
confeccdo da curva de calibracdo foram preparadas solucGes de 0; 0,004; 0,01;0,04; 0,2 e 0,2
g/mL de acido tanico P.A diluido em agua. Para o branco utilizou-se 3 mL de agua destilada,
1 mL de Folin-Denis e 1 mL de carbonato de sodio a 8%. Resultados expressos em ug de

Equivalente de Acido Tanico / g de amostra.

5.5 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO ATRAVES DE
SEQUESTRO DE RADICAIS LIVRES

5.5.1 Radical DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil)

A atividade antioxidante pode ser expressa pela capacidade de certos compostos
presentes na planta em eliminar radicais livres e evitar assim, o estresse oxidativo o qual
causa danos as células. Com finalidade de determinar a capacidade antioxidante presente nos
extratos da polpa e da folha da Campomanesia xanthocarpa, foram realizadas analises para
capturar o radical estdvel DPPH, levando-o ao estado reduzido, consequentemente
diminuindo a sua absorbancia, de modo que a partir dos resultados obtidos, pode-se inferir
gue as amostras apresentam, ou ndo, potencial antioxidante.

A Atividade antioxidante frente ao Radical DPPH, vou verificada através do método
descrito por BRAND-WILLIANS et al., (1995), onde utiliza-se uma solu¢do mae de DPPH
(24 mg de DPPH em 100 mL de metanol P.A.). Para curva de calibragdo utilizou-se uma
solucdo mée de Trolox 4000 puM (5 mg de trolox diluido em metanol até completar um baldo
volumétrico de 5 mL). Utilizou-se como concentracfes para 0s pontos da curva 0; 60; 400;
600; 800; 1000 e 2000 uM de Trolox.

Para realizar as andlises a solugdo de trabalho de DPPH foi ajustada para 1,08 4 1,12
nm em comprimento de onda de 515 nm. Adicionou-se 273 pL do radical DPPH ajustado e 7
uL de cada extrato na microplaca (extratos diluidos em seus préprios solventes - v:v), 0s
mesmos foram agitados por 30 s e a leitura realizada em absorbancia de 515 nm em intervalos
de 2 minutos até estabilizar a leitura. Ressalta-se que os extratos provenientes da Folha da

Campomansia xanthocarpa, que utilizaram como solvente etanol 70% sofreu dissolucdo de
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50 vezes. Para leitura de branco utilizou-se etanol 70% e n-hexano P.A. no lugar dos extratos.
Leituras realizadas em triplicata. Resultados expressos em pg de Equivalente de Trolox/g de

extrato.

55.2 Radical ABTS (2,2AZINO BIS (3-ethylbenzo thiazoline 6 sulfonicacid)

diammoninumsalt)

Um dos métodos utilizados para medir a atividade antioxidante é através da geracédo
do radical ABTS, de cor azul esverdeada, formado pela reacdo de persulfato de potassio com
2,2-azino-bis(3-etilbezotiazolina)-6-acido sulfénico (ABTS), produzindo a sua oxidagdo. A
atividade antioxidante da amostra é determinada pela descoloracdo do ABTS+, medindo-se a
reducdo do radical a uma absorbancia de 734 nm, pode-se medir a atividade de compostos de
natureza hidrofilica e lipofilica (KUSKOSKI et al., 2005).

Utilizou-se como solucdo estoque de ABTS 7 mM (192 mg de ABTS em &gua
destilada e completar o volume para 50 mL em um baldo volumétrico com agua destilada)
para solugdo de persulfato de potassio 140 mM (378,4 mg de persulfato de potéssio em &gua
destilada e completar o volume para 10 mL em um baldo volumétrico). Para o preparo do
radical ABTS" utilizou-se 5 mL da solugio estoque de ABTS 7 mM com 88 pL da solugio
depersulfato de potassio 140 mM. Manteve-se esta mistura noescuro, a temperatura ambiente,
por 16 horas. Em seguida, diluir 1 mL desta mistura em alcool etilico até obter uma
absorbancia de 0,70 £ 0,05 nm a 734 nm (RE et al., 1999).A curva de calibracéo foi realizada
a partir de uma solucdo de Trolox 4000 uM (5 mg de trolox e diluido em metanol P.A.,
transferida para um baldo volumétrico de 5 mL até completar o volume. Os pontos da curva
foram 0; 60; 100; 400; 800 e 2000 pL de Trolox.

Para verificar a atividade antioxidante dos extratos utilizou-se a solu¢do de ABTS
ajustada a absorbancia para 0,70 £ 0,05 nm a 734 nm. Adicionou-se 3 pL dos de cada extrato
na microplaca (extratos diluidos em seus proprios solventes — v:v) seguido pela adi¢do de 277
uL do radical ABTS" recentemente preparado. Agitou-se por 5 segundos diretamente do leitor
de microplacas. Permanecendo no escuro por 6 minutos em temperatura ambiente, leu-se a
absorbancia a 734 nm. Para leitura de branco utilizou-se os solventes (etanol 70% e n-hexano
P.A)), leituras realizadas em triplicata. Ressalta-se que os extratos provenientes da Folha, que
utilizaram como solvente etanol 70% sofreram diluicdo de 10 vezes. Os resultados foram

expressos em g de Equivalente de Trolox/g de extrato.
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5.6LINHAGENS CELULARES

A sub-linhagem H295R (tumorde cortex adrenal) e a linhagem RAW 264.7
(macrofagos murinos), foram cedidas pelo Instituto de Pesquisa Pelé Pequeno Principe,
localizado na cidade de Curitiba — Parana. Os testes e ensaios com as linhagens celulares
também foram realizados no Instituto citado.

As duas linhagens celulares, células H295R e células RAW 264.7, foram cultivadas
em meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) suplementado com Soro
Fetal bovino a 10% (SFB) e 1% de antibiético (Estreptomicina e penicilina). Foram incubadas
8.10* células por poco, durante 24 horas, para permitir a aderéncia das células nestes pocos.
Apos a aderéncia, as células foram tratadas com os extratos F-et70, F-hex, P-et70 e P-hex, 0s
quais foram diluidos sob agitacdo em meio de cultura (1:1 mg:mL), e posteriormente filtrados
com auxilio de filtro de seringa com membrana de poros de 0,22 pum (o extrato F-hex foi
submetido a 0,2% de etanol absoluto e mantido sob agitacdo por 20 h, porém n&o foi possivel
solubilizar todo o0 extrato, permanecendo cerca de 5% da amostra no falcon). Para testar
seusefeitos foram utilizadasquatro concentracdes diferentes (100 pg/mL, 75 pg/mL, 50
pug/mL, 25 pg/mL), sendo as células da linhagem RAW 264.7 incubadas por 24 horas e a
linhagem H295R por 48 horas, ambas a 37 °C, utilizando-se incubadora de atmosfera
modificada (UV 37 °C e 5% de CO,) e posterior realizacdo dos ensaios. As células foram

preparadas e submetidas aos extratos em fluxo laminar.
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5.6.1Toxicidade dos extratos - teste de MTT

O método MTT ¢ utilizado para quantificar a citotoxicidade para o crescimento ativo
de alvos in vitro, suas principais vantagens sdo a sensibilidade, a reprodutibilidade e a
eliminacdo do uso de compostos radioativos (FERRARI, FORNASIERO, ISETTA, 1990;
MOSMANN, 1983). Celulas viaveis com metabolismo ativo convertem o MTT em formazan
de cor purpura. Células mortas ndo possuem a capacidade de converter MTT em formazan,
desta forma a formacdo de cor é utilizada como um marcador para células vidveis, a
quantidade de sinal gerado depende de varios parametros, como a concentracdo de MTT, a
duracdo do periodo de incubagdo, 0 nimero de células viaveis e sua atividade metabdlica.
Este ensaio tem como principio a absorcao do sal {Brometo de [3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5
difeniltetrazdlio]} pelas células viaveis, que o reduzem, no interior da mitocéndria(RISS et
al., 2016; MOSMANN, 1983; SLADOWSKI et al., 1993).

Atoxicidade dos extratos foi mensurada pela viabilidade celular da linhagem H295R
em ensaio MTT, com metodologia adaptada de Santos (2010). Para este ensaio foi aspirado o
contetdo de todos os pocos e adicionado aos mesmos a solucdo de MTT 0,5 mg/mL, incubou-
se a placa por 3 horas a 37 °C. Apos este tempo aspirou-se novamente o contetido dos pogos e
foi adicionado 100 pL de Dimetilsulfoxido (DMSQO) aos mesmos. A placa permaneceu para
incubagdo em temperatura ambiente por 5 minutos, posteriormente bateu-se levemente na
placa para auxiliar a dissolu¢do dos grumos de corante, seguida pela leitura com Leitora de

Microplaca em comprimento de onda de 595 nm.

5.6.2 Atividade Fagocitaria de Macrofagos

A atividade fagocitaria em macrdfagos da linhagem RAW 264.7 foi realizada através
da quantificacdo de zimozan incorporados pelas células de acordo com Pipe et al. (1995).

Para realizacdo do experimento foi plagueado 100 pL de solucdo de células, com
excecdo do branco onde adicionou-se PBS, foram incubadas por 1 hora a 37 °C,
posteriormente descartado o sobrenadante e lavado com 100 pL de PBS, seguido pela adigdo
de 10 pL de Zimosan corado com vermelho neutro (Solugdo para fagocitose), inclusive no
branco. Incubou-se por 30 minutos a 37 °C, e foi adicionado 100 pL de Fixador de Baker,
inclusive no branco, incubado por mais 30 minutos a 37 °C. Centrifugado por 5 minutos em

Forca G de 251,55 g e descartar o sobrenadante. Adicionou-se 100 pL de solucéo de extracéo,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Isetta%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2391427
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inclusive no branco, e incubado por 30 minutos. Posteriormente realizou-se a leitura com

Leitora de Microplaca em comprimento de onda de 550 nm.

5.6.3 Volume Lisossomal/ Captacdo do Vermelho Neutro

O ensaio da captagdo do vermelho neutro pelas células da linhagem de macrofagos
RAW 264.7 foi realizado através da metodologia de Pipe et al., (1995). Onde plaqueou-se 100
WL de solucdo de células e adicionado 100 pL de PBS no branco, foram incubados por 1 hora
a 37 °C, posteriormente adicionou-se 20 pL de vermelho neutro 2%, inclusive no branco e
novamente levado para incubadora durante 30 minutos a 37 °C. Centrifugou-se por 5 minutos
em Forca G de 251,55 ge o sobrenadante foi descartado. Seguido pela adi¢cdo de 100 pL de
Solucdo de Extracdo, inclusive no branco, incubados por mais 30 minutos a 37 °C. Apos este
periodo foi realizado a leitura com Leitora de Microplaca, em comprimento de onda de 550

nm.

5.6.4 Ensaio de Adesdo de Macréfagos

Para realizacdo do ensaio de Adesdo de Macrdfagos, utilizou-se a linhagem RAW
264.7, e seguiu-se a metodologia de Rosen e Gordon (1987). Foi plaqueado 100 pL da
solucdo de células e no branco adicionar 100 pL de PBS, incubar por 1 hora a 37 °C.
Descartou-se o sobrenadante e os pogos foram lavados com 200 pL de PBS duas vezes,
procurando tirar os grumos com cuidado. Foi adicionado 150 pL de Metanol 50%, inclusive
no branco e novamente a placa foi incubada por 10 minutos em temperatura ambiente.
Descartado o sobrenadante, adicionou-se 100 pL de solugdo de Giemsa 0,2%, inclusive no
branco. E incubou-se por 40 minutos em temperatura ambiente. Apos este periodo 0s po¢os
foram novamente lavados com 200 uL de PBS duas vezes, e adicionado 200 pL de Metanol
50%, inclusive no branco. Incubou-se por mais 30 minutos em temperatura ambiente. E

seguiu-se com a leitura com Leitora de Microplaca, em comprimento de onda de 550 nm.

5.7 ANALISE ESTATISTICA
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A anélise estatistica foi realizada poranélise de variancia One-Way ANOVA, seguida
por pés Teste de Tukey, com significAncia estatistica p<0,05. Utilizou-se o programa

estatistico/software Graph Pad Prism 5.0.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os rendimentos dos extratos brutos obtidos das folhas e das polpas da guabirobeira
podem ser observados na Tabela 1, os extratos com maior rendimento foram os produzidos
com solvente etanol 70%, destes os da folha apresentaram maior percentual ao final da

extracao.

Tabela 1. Rendimentos dos extratos brutos etandlicos e hexanicos (g €%) da
Campomanesiaxanthocarpa Berg.

Parteda Massa Método de Solvente Rendimento do  Rendimento do Sigla
Planta (9) Extracdo extrato (g) extrato (%)
Folha 10 Ag. Mag.  Etanol 70% 5,246 52,46 F-et
Folha 10 Ag. Mag. n-hexano 0,125 15 F-hex
Polpa 20 Ag. Mag.  Etanol 70% 4,160 20,8 P-et
Polpa 20 Ag. Mag. n-hexano 0,312 1,56 P-hex
Folha 10 Soxhlet Etanol 70% 0,577 5,77 SF-et
Polpa 10 Soxhlet Etanol70% 0,393 3,93 SP-et

Fonte: Autor, 2018.

6.1 DETERMINACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

6.1.1 Compostos Fendlicos Totais

A analise quantitativa dos compostos fenolicos nos diferentes extratos da Folha e da
Polpa da Campomanesia xanthocarpa Berg apresentou diferengas significativas entre os
extratos da folha (F-et e F-hex) e polpa (P-et e P-hex) e entre os extratos Etanol e Hexano
(p<0,05). A extragdo com Etanol 70% teve maior eficiéncia na obtencdo deste composto
bioativo,pois ambas as partes da planta apresentaram maiores quantidades em comparagédo
com a extracdo por Hexano (Figura 2). A concentracdo de compostos fenolicos encontrada no
grupo F-et foi 228,1+3,77ug EAG/g de extrato, sendo consideravelmente maior que as
concentragcfes dos demais grupos.O grupo P-et, apresentou redugdo de 89% em comparagao
ao grupo F-et (25,71+0,51 ug EAG/g de extrato), e o grupo P-hex apresentou reducdo de
99% na concentracdo quando comparado ao grupo P-et. O teor de compostos fendlicos dos
grupos F-hex e P-hex, foram respectivamente, 3,61+0,2 ug EAG/g e 0,1+0,01 ng EAG/g de

extrato.
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Figura2. Compostos Fenolicos presentes nos diferentes extratos da C. xanthocarpa Berg.
Folha extraida com Etanol70% (F-et), Folha extraida com n-hexano (F-hex), Polpa extraida
com etanol 70% (P-et) e Polpa extraida com n-hexano (P-hex).

Onde® apresenta diferenca significativa quando comparado ao grupo F-et (p<0,05); b
apresenta diferenca significativa quando comparado ao grupo P-hex (p<0,05).

O método de extracdo é uma variavel importante na obtencdo de compostos ativos. A
Figura 3 demonstra resultados obtidos a partir de diferentes métodos de extragdo, sendo 0s
grupos F-et e P-et extraidos sob Agitacdo Magnética a 37 °C, enquanto os grupos SF-et e SP-
etforam extraidos sob Refluxo em Aparelho Soxhlet a temperatura de ebulicdo do solvente
(aproximadamente 78,4 °C). Para os extratos de folha, os resultados obtidos demonstraram
que a extracdo sob agitacdo magnética foi 51% maior do que a extracdo por Soxhlet (F-et
=228,1+3,77 ug EAG/g; SF-et= 151,1+1,81 ug EAG/g). No entanto, para os extratos de
polpa, a extracdo por agitacdo magnética foi 49 % menor em comparagdo ao outro método (P-

et 25,7120,51 ug EAG/g; SP-et = 50,35+0,77 pg EAG/g).
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Compostos Fendlicos
em diferentes métodos de extracao
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Figura 3. Compostos Fendlicos presentes nos diferentes extratos da C. xanthocarpa Berg,
extraidos por diferentes métodos com a utilizacdo de um mesmo solvente (Etanol 70%). Folha
e Polpa extraida com Etanol70% sob Agitacdo Magnética (F-et e P-et), Folha e Polpa extraida
com Etanol70% sob Refluxo em Aparelho Soxhlet (SF-et e SP-et).
Onde ? p<0,05 comparado com F-gt. bp<0,05 comparado a SP-hex.

Estudos recentes encontraram altas concentragdes de compostos fendlicos em polpa de
Guabiroba (ALVES et al.,2013; ROCHA et al., 2011). Em extrato hidroalc6olico (metanol
50%) da polpa da C. xanthocarpa, o valor de compostos fendlicos encontrado foi 32 vezes
maior que o presente estudo (817 pg/g de massa fresca) (SOUZA, FASSINA e SARAIVA,
2018). Compostos fendlicos (8510 pg/g) extraidos de frutos da Campomanesia
cambessedeana Berg, em acetona 80% apresentaram acao antioxidante e antiproliferativa em
linhagem celular HepG2 (tumor hepatico humano) (MALTA et al.,, 2013). DONADO-
PESTANA e colaboradores encontraram concentragcdes de 2,26 mg EAG/mL a 4,01 mg
EAG/mL, extraidos por etanol 80% do fruto da C. Phae O.Berg (DONADO-PESTANA et al.,
2015). A espécie Eugenia stipitata, pertencente a familia Myrtaceae, possui frutos ricos em
terpenos, compostos volateis, fibras e vitamina C, a qual apresentou concentracfes de
polifenois totais de 1840,5 ug/g, em extrato etandlico determinado pelo Método de Folin-
Ciocalteu (NERI-NUMA et al., 2013). A extragdo com hexano em frutos de C. pubescens
também encontrou concentragdes altas de compostos fenolicos totais (85,09 ug EAG/mL)
(CARDOSO et al., 2013).

BATISTA et al., (2017) também encontrou altas concentragfes de compostos

fendlicos totais em extracdo por metanol 80% presentes na polpa (1582,60 pg/g) e nas folhas
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(53770,8 pg/g) de Syzygium malaccense, planta da mesma familia da Campomanesia
xanthocarpa. LIMBERGER et al. investigaram a composi¢do quimica e efeito hipotensor em
ratos Wistar de folhas de C. xanthocarpa extraidas por infusdo encontrando concentracao de
compostos fenolicos de 3,7360 mg de EAG/mL (LIMBERGER et al., 2016).

Coutinho et al. (2008) realizou extragdes com metanol (100%) de folhas de C.
adamantium e encontrou valores de compostos fendlicos totais variandoentre 7200 a 21200
ug/g de extrato. Em extragdo aquosa (100 °C) de folhas da C. xanthocarpa, SANT’ANNA et
al. encontraram valores superiores (3730 ug EAG/mL) aos encontrados no presente estudo
(SANT’ANNA et al., 2017). Em estudo sobre os efeitos antioxidantes e anti-
hiperlipidémicosda C. adamantium também foi testada quanto ao seu perfil quimico, através
de extrato aquoso onde foram identificados a presenca de acido galico e acido elagico,
2,83+0,01 e 15,48+0,50 ug/mg de extrato, respectivamente (ESPINDOLA et al., 2016).

Os valores encontrados na literatura podem ter sido diferentes dos apresentados por
este estudo devido a diferencas metodoldgicas. Por exemplo, alguns estudos foram realizados
em plantas de Cerrado, local cujo solo apresenta baixas concentragcdes em nutrientes, situacdo
onde o estresse pode ativar a sintese de metabdlitos secundarios como os compostos fenolicos
(IGNAT, VOLF, POPA, 2011; CARVALHO, MARCO JUNIOR, FERREIRA, 2009). Outras
variaveis a serem consideradas séo o tipo de solvente de extracdo (ex: metanol 70%) e espécie

estudada (ex: Campomanesia adamantium).

6.1.2 Clorofilas

O teor de clorofila encontrado nos diferentes extratos das folhas e da polpa da
guabirobeira apresentou diferencas significativas, o extrator hexano mostrou-se mais eficiente
para extracdo de clorofila da folha quando comparado ao etanol70%, o grupo F-hex foi o que
apresentou maior teor de clorofila, 62% a mais que o grupo F-et e 92% mais que o P-hex
(Figura 4). O extrato P-et por sua vez, foi mais eficiente na extracdo de clorofila da polpa,
extraindo aproximadamente 42% mais quando comparado ao grupo P-hex, porém obteve
menor teor de clorofila quando comparado com o F-et. Como esperado as folhas apresentaram
mais clorofila que a polpa. (F-hex 88,11+1,7 ng/g de extrato; F-et 33,19+0,95 ng/g de extrato;
P-et 12,28+1,46 ng/g de extrato e P-hex 7,13+0,93 ng/g de extrato).
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Figura 4. Clorofilas presentes nos diferentes extratos da C. xanthocarpa Berg. Folha extraida
com Etanol70% (F-et), Folha com n-hexano (F-hex), Polpa com etanol 70% (P-et) e Polpa
com n-hexano (P-hex).

Onde #¢°p<0,05 comparado com F-et e P-hex.

As concentragdes de clorofila obtidas a partir de diferentes métodos de extracdo
podem ser observadas na Figura 5. Nao foi possivel observar diferenca significativaentre os
extratos da mesma amostra, porém o método extrativo com aparelho Soxhlet extraiu maior
quantidade do composto (SF-et 34,68+3.31 ng/g de extrato; F-et 33,19+0,95 ng/g de extrato;
SP-et 16,77+3,09 ng/g de extrato e P-et 12,28+1,46 ng/g de extrato).
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Figura 5. Clorofilas presentes nos diferentes extratos da C. xanthocarpa Berg, extraidos por
diferentes métodos com a utilizacdo de um mesmo solvente (Etanol 70%). Folha e Polpa
extraida com Etanol70% sob Agitacdo Magnética (F-et e P-et), Folha e Polpa extraida com
Etanol70% sob Refluxo em Aparelho Soxhlet (SF-et e SP-et).

O principal pigmento natural presente nas plantas sdo as clorofilas, as quais
encontram-se nos cloroplastos das folhas e em outros tecidos vegetais, o pigmento clorofila é
0 mesmo nas diversas espécies de plantas, sendo as diferencas visiveis de cor no vegetal
decorrentes da presenca e da distribuicdo de outros pigmentos associados, como 0s
carotenoides (ELBE, 2000). A clorofila relaciona-se diretamente com a atividade
fotossintética e estado nutricional das plantas (TAIZ, ZEIGER, 2004). A clorofila a é a mais
abundante e importante, correspondendo a 75% dos pigmentos verdes encontrados nos
vegetais. Os pigmentos envolvidos na fotossintese séo as clorofilas a e b, os carotenoides e as
ficobilinas, onde os trés ultimos sdo chamados pigmentos acessorios. Existe correlacdo alta
entre os teores de clorofila total e carotenoides, o que possibilita que concentragbes de
clorofila possam ser utilizadas comoindicadores indiretos do teor de carotenoides (GROSS,
1991).

Quanto a extracdo deste tipo de composto, o carater hidrofilico/hidrofébico influi
diretamente na escolha do solvente para extracdo. Solventes polares como a acetona, 0
metanol, o etanol e o acetato de etila sdo mais eficazes para a extracdo, enquanto solventes
apolares como o hexano sdo menos eficientes. Feoforbideo e feorfitina sdo produtos da
degradacdo da clorofila a que podem interferir na determinagdo da clorofila a, pois podem
absorver luz e fluorecer na mesma regido do espectro (BARROSO, 1998). Isso poderia
explicar os resultados encontrados no extrato da Folha com solvente hexano (F-hex), tendo
em vista que apresentou significativamente mais clorofila que a mesma amostra extraida com
etanol70%.

Estudo recente em Psidium myrtoides, planta pertencente a familia Myrtaceae,
encontrou maiores concentragdes de clorofila extraidas com acetona 80% (79,24.10° a
10,62.10" ng/g de extrato) que o presente estudo (CARNEIRO,CASTRO e ISAIAS, 2014).
Em extragdo por hexano, outro trabalho também encontrou concentragées maiores (65,3.10°
ng/g de extrato) em folhas de Syzygium malaccense (outra planta da familia Myrtacea)
(BATISTA et al., 2017).

Silva et al. encontrou valores maiores de clorofila total na polpa da Campomanesia
pubecens em estagio final de maturacdoao utilizar acetona como extrator, aproximadamente

200 ng/g, segundo o autor a variavel clorofila total apresentou queda em sua concentracao
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durante as fases do amadurecimento (SILVA et al., 2009). Novamente, as diferengas
encontradas nos resultados da literatura em relacdo ao presente estudos, podem ser explicados
por variacdes no método de extracdo e tipo de solvente (acetona). Durante a maturacdo das
frutas, os cloroplastos se desintegram, ocorrendo perda rapida da clorofila e da cor verde dos
tecidos (CHITARRA, CHITARRA, 2006). No processo de amadurecimento, as frutas
diminuem as quantidades de clorofila, devido a processos de degradacao e oxidacao, enquanto
as antocianinas se acumulam nas células vegetais, promovendo mudancas na pigmentacédo da
fruta (PATEL, RAO, 2014). Por estas raz0es, a menor concentracdo de clorofila nas polpas
em comparacdo as folhas ja era esperada.

6.1.3 Carotenoides

A maior concentracdo de carotenoide seguiu 0 mesmo padrdo das clorofilas, onde o
grupo F-et apresentou 51 % menos deste composto que o grupo F-hex (F-hex 16,48+0,83 ng/g
e F-et 8+£0,32 ng/g de extrato), e 3 vezes mais que o P-hex (P-hex 5,52+0,17 ng/g de extrato).
Em relacdo ao grupo P-et ndo observa-se diferenca significativa ao comparar com F-et (P-et
7,63+£0,59 ng/g de extrato), quando comparado ao F-et, ja 0 grupo P-hex apresenta 27%

menos carotenoides ao ser comparado com P-et (Figura 6).

Carotenoides

ng/g Extrato

Figura 6. Carotenoides presentes nos diferentes extratos da C. xanthocarpa Berg. Folha
extraida com Etanol70% (F-et), Folha com n-hexano (F-hex), Polpa com etanol 70% (P-et) e
Polpa com n-hexano (P-hex).

Onde ?p<0,05 comparado com F-et e P-hex. "p<0,05 comparado com P-hex.
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A quantidade de carotenoides extraidos pelo Etanol 70% através de diferentes
métodos de extracdo (Sob Agitacdo Magnética e Sob Refluxo em Soxhlet) pode ser observada
na Figura 7. Nao houve diferencas significativas entre os métodos de extracdo (F-et 8,06+£0,32

ng/g e SF-et 6,84+0,30 ng/g) e entre folha e polpa (P-et 7,63+0,59 ng/g e SP-et 8,08+£0,29
ng/g).

Carotenoides
em diferentes métodos de extracao

1

ng/g Extrato

Figura 7. Carotenoides presentes nos diferentes extratos da C. xanthocarpa Berg, extraidos
por diferentes métodos com a utilizacdo de um mesmo solvente (Etanol 70%). Folha e Polpa
extraida com Etanol70% sob Agitacdo Magnética (F-et e P-et), Folha e Polpa extraida com
Etanol70% sob Refluxo em Aparelho Soxhlet (SF-et e SP-et).

Os carotenoides sdo um grupo de pigmentos naturais sintetizados porvegetais, como
frutas, verduras e flores, estdo presentes em todos os organismos fotossintetisadores, sendo
responsaveispor uma ampla faixa de coloragdo, que vai do amarelo ao vermelho. Estéo
localizados nos plastideos onde sdo sintetizados (FRASER, BRAMLEY, 2004). J& foram
identificados e caracterizados cerca de 600 tipos de carotenoides, 0s principais Sd0 0S
carotenos precursores da vitamina A e o licopeno, enquanto a luteina e a zeaxantina sao
xantofilas (GAZZONI, 2003; RAO,RAQ, 2007). O B-caroteno além de ser o mais abundante
dos carotenoides, € um potente antioxidante com acdo protetora contraradicais livres
causadores de varias doencas cronicas, tais como doencas cardiovasculares (RODRIGUEZ-
AMAYA, 1993; AMBROSIO, CAMPOS, FARO, 2006; SILVA, MURA, 2010). Fazem parte

do sistema dedefesa antioxidante em humanos e animais, devido a sua estrutura atua
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protegendo as estruturas lipidicas da oxidacdo ou através do sequestro de radicaislivres
gerados no processo foto-oxidativo (SIES, STAHL, 2003).

A concentracao de carotenoides encontrado nas folhas de Psidium myrtoides, extraida
com acetona 80% foi superior aos resultados encontrados no presente estudo (10,98.10° a
5,94.10° ng/g) (CARNEIRO etal., 2014). A quantificacdo de carotenoides da polpa e da folha
de uma espécie Syzygium malaccense (Myrtaceae) extraida com solvente hexano encontrou
respectivamente 4,6.10% e 39,3.10° ng/g de extrato (BATISTA et al., 2017). Em C.
xanthocarpa, foi encontrado um Unico estudo que quantificou carotenoides em doce de
guabiroba, elaborado com os frutos, onde obteve os seguintes resultados 123,47+2,35 ug/g de
[-caroteno, 55,61+1,45 ug/g de a-caroteno, 0,91+0,07 ug/g de licopeno, 93,09£2,91 pg/g B-
criptoxantina 14,92+0,24 ug/g de luteina e 2,84+0,09 ug/g de violaxantina (SANTOS et al.,
2013).

6.1.4 Flavonoides

Obteve-se maior concentracdo de flavonoides totais no extrato bruto da Folha com
solvente Etanol 70% (F-et) 60,2+1,24 ug de catequina/g de extrato, o qual apresentou 242%
mais flavonoide quando comparado ao grupo F-hex (17,57+£1,12 pg de catequina/g de
extrato), o grupo F-et também apresentou maior quantidade de flavonodide quando comparado
ao grupo P-et (5,23+0,51 pg de catequina/g de extrato). O grupo P-hex apresentou 52% a
menos deste composto bioativo (8,43+0,61 ug de catequina/g de extrato) quando comparado

ao grupo F-hex (Figura 8).
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Flavonoides

Catequina pg/g

Figura 8. Flavonoides presentes nos diferentes extratos da C. xanthocarpa Berg. Folha
extraida com Etanol70% (F-et), Folha com n-hexano (F-hex), Polpa com etanol 70% (P-et) e
Polpa com n-hexano (P-hex).

Onde %p<0,05 comparado com F-et e P-hex. °p<0,05 comparado com F-et.

A figura 9 representa resultados obtidos para flavonoides a partir de diferentes
métodos de extracdo (Agitacdo Magnética e Refluxo por Soxhlet), utilizando-se somente o
solvente Etanol 70%. Em relacdo a folha o extrato obtido por agitacdo magnética apresentou
14% mais flavonoides (F-et 60,2+1,24 ug de catequina/g de extrato) comparado ao extrato
obtido por refluxo em Soxhlet (SF-et) 52,64+1,22 pg de catequina/g de extrato. Os extratos da
polpa da Guabirobeira (P-et e SP-et) ndo apresentaram diferenca significativa quando

comparado os dois métodos de extracdo (5,23+0,51 pg de catequina/g e 7,18+0,44 ug de

catequina/g de extrato).
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Figura 9. Flavonoides presentes nos diferentes extratos da C. xanthocarpa Berg, extraidos
por diferentes métodos com a utilizacdo de um mesmo solvente (Etanol 70%). Folha e Polpa
extraida com Etanol70% sob Agitacdo Magnética (F-et e P-et), Folha e Polpa extraida com
Etanol70% sob Refluxo em Aparelho Soxhlet (SF-et e SP-et).

Onde ?p<0,05 comparado com F-et.

Os flavonoides podem apresentar atividades bioldgicas, com efeitos anti-inflamatérios,
citotdxicos e protetores da mucosa gastrica (SANDHAREet al., 2011). Em estudo realizado
com as folhas da C. xanthocarpa, o extrato etanolicofoi o que apresentou maior teor
deflavonoides totais e efeito inibidor no crescimento de bactérias. Interessantemente, o
mesmo estudo encontrou menores valores para flavonoides totais e auséncia de efeito anti-
microbiano em extrato com hexano (SILVA, CARDOSO, 2010). Outro estudo encontrou
resultados divergentes do presente estudo, ao apresentar concentracdes mais baixas nos
extratos etandicos, Campomanesia adamantium (17,98 ug de quercetina/mg) e C. guaviroba
(3,04 pg de quercetina/mg) em relagdo aos extratos hexanicos (19,19 pg de quercetina/mg).
Estes resultados foram inesperados pelos autores devido a polaridade do composto e solvente,
sendo a hipotese para explicar este resultado a de que alguma substancia interferiu na leitura
colorimétrica, resultando em um falso-positivo (PASCOAL, 2015). Nos extratos, aquoso e
etandlico, das folhas da C. velutina, foram encontrados dois flavonoides prevalentes a rutina e
miricetrina (ARAUJO et al., 2016), os quais possuem relatos em varias atividades bioldgicas.
Um exemplo é a myricetin-3-O-rhamnoside foi capaz de modular a producéo e liberacdo de
Oxido Nitrico, TNF-a e IL-10 em macrdfagos da linhagem RAW 264.7 (FERREIRA et al.,
2013a; MICHEL et al., 2013; MEOTTI et al., 2011; SHIMOSAKIET etal., 2011). Rutina
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também apresentou Vvarios efeitos bioldgicos, antioxidante, antiinflamatdrio, anticancer,
antidiabético, antimicrobiano, antifungico, antialérgico, entre outros (CHUA, 2013; UMAR et
al., 2012; CHEN et al., 2011). Estudos recentes encontraram concentracdes maiores de
flavonoides totais (2507 ug de equivalentes de Rutina/g de extrato) em extratos aquosos de
folhas da Campomanesia xanthocarpa em comparagao ao presente trabalho (LIMBERGER et
al., 2016; SANT’ANNA et al., 2017). Folhas da C. lineatifolia revelaram a presencga de
flavonoides nos extratos etanolico e na fracdo de acetato de etila. Na fracdo de acetato de
etila foram isolados 5,7,3, 4-tetra-hidroxilflavan-3-ol (catequina) e quercetina-3-O-
ramnosideo (quercitrina) (MADALOSSO et al., 2012).

Kuster ndo detectou flavonoides em folhas de C. adamantium (KUSTER, VALE,
2016). De acordo com estudo realizado por COUTINHO et al., o teor de flavonoides nas
folhas de C. adamantium ¢ influenciado pela variacdo sazonal, o que pode explicar a variacéo
dos resultados em diferentes estudos (COUTINHO et al.,2010).

A polpa da C. xanthocarpa extraida com etanol 95% apresentou 344 ug/g de massa
fresca. Os autores destacaram que frutas de coloracdo amarela (guabiroba, aracd amarelo e
butid) apresentaram maiores conteddos de flavonoides quando comparadosa frutas de
coloracdo vermelha/purpura (palmito jucara, jabuticaba, aracad vermelho e pitanga), as quais
apresentam maiores quantidades de antocianinas e compostos fendlicos (SOUZA, FASSINA
e SARAIVA,2018). Extratos de acetona 80% dos frutos da Campomanesia cambessedeana
Berg, apresentaram 1710 ugde eg. de catequina/g de fruta, valores maiores que o atual estudo
(MALTA et al., 2013). Por outro lado, resultados inferiores foram observados em frutos da C.
phae O. Berg, extraidos com etanol 80%, os quais apresentaramde 3.53+0.4 a 6.44+0.7
ug/mL de derivados de quercitina (DONADO-PESTANA et al., 2015).

6.1.5 Cumarinas

As cumarinas extraidas da Guabirobeira apresentaram maior concentragdo nos extratos
da folha, onde o extrato obtido pelo solvente etanol70% apresentou aproximadamente 84%
mais cumarina em comparagao ao extrato obtido com o solvente hexano (F-et270,6+2,25 g
eF-hex 146,9+4,55 ug de cumarina/g de extrato) (Figura 10). Os extratos da polpa tiveram o
mesmo comportamento, porém com menor concentragdo do composto, grupo P-hex (8,75 *
0,14 ug de cumarina/g de extrato) apresentou 72% menos que o grupo P-et (31,25+0,77 ug de
cumarina/g).
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Figura 10. Cumarinas presentes nos diferentes extratos da C. xanthocarpa Berg. Folha
extraida com Etanol70% (F-et), Folha com n-hexano (F-hex), Polpa com etanol 70% (P-et) e
Polpa com n-hexano (P-hex).

Onde ?p<0,05 comparado com F-et e P-hex.

Na Figura 11, observa-se os resultados dos extratos obtidos através dos diferentes
métodos de extracdo (sob agitacdo magnética a 37 °C e Refluxo em Soxhlet 74,8 °C), onde
ocorre diferenca estatistica somente nos derivados da folha da C. xanthocarpa Berg. A
extracao sob agitacdo magnética foi mais eficaz no grupo F-et (270,6£2,25 ug de Cumarina/g)
apresentando 11% mais cumarina quando comparado com SF-et (243,8+6,16 pg de
Cumarina/g). Os extratos obtidos da polpa ndo apresentaram diferencas significativas frente

aos diferentes métodos de extracao.
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Figura 11.Cumarinas presentes nos diferentes extratos da C. xanthocarpa Berg, extraidos por
diferentes métodos com a utilizacdo de um mesmo solvente (Etanol 70%). Folha e Polpa
extraida com Etanol70% sob Agitacdo Magnética (F-et e P-et), Folha e Polpa extraida com
Etanol70% sob Refluxo em Aparelho Soxhlet (SF-et e SP-et).

Onde ®p<0,05 comparado com F-et.

As cumarinas compdem uma importante classe de compostos naturais com ampla
distribuicdo no reino vegetal e diversas propriedades, como acdo anti-inflamatoria,
antioxidante e antibacteriana (CASSOLA et al., 2017). Diversos estudos atribuem os efeitos
antiinflamatério, imunossupressor, hipolipidémico, relaxante vascular, anticoagulante,
hipotensor, antioxidante, analgésico e baixa toxicidade do guaco a cumarina (PEDROSO et
al., 2008; MISSAU,JUNIOR, PIZZOLATTI, 2009). Em estudo com folhas de guaco,
observou-se que o calor afeta consideravelmente o conteddo de cumarinas (MELO,
SAWAYA, 2015). Ao ser elaborado xarope de guaco a 80 °C (Mikania glomerata Sprengel)
apresentou 51,4 ug/mL de cumarina enquanto o preparado a frio extraiu somente a metade do
mesmo composto, 26,1 ug/mL (ALMEIDA et al.,, 1998). Resultados diferentes foram
encontrados em extrato do guaco com etanol 50%, onde a concentra¢do de cumarina foi de
3,79 mg/mL (OSORIO, MARTINS, 2004). Estes resultados sio bem distintos ao comparar
com o0s encontrados no presente estudo, isso pode ser decorrente pela diferenca de
composicdo quimica entre as duas espécies (guaco e guabiroberia), como também sofrer
interferéncia pelo método de extracdo e solvente utilizado. A fracdo etandlica obtida da folha
da Campomanesia lineatifolia foi concentrada e caracterizada qualitativamente por testes

especificos onde foram identificados cumarinas, saponinas, taninos e flavonoides (ALMEIDA
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et al., 2010). Da mesma forma, a cumarina foi detectada em estudos com a Myrtaceae
Eugenia florida (NOBREGA et al.,, 2017), nas folhas de M. laevigata e J. pectoralis
(CASSOLA et al., 2017), porém estes ndo realizaram andlises quantitativas, sendo a presente

pesquisa uma das primeiras a quantificar este composto em Campomanesia xanthocarpa.

6.1.6 Taninos

A extracdo com etanol 70% com solvente apresentou maiores concentracbes de
taninos, sendo queo extrato F-et (585,2+8,48 pg de Acido Tanico/g de extrato) obteve 1480%
mais composto que o F-hex (36,74+1,42 pg de Acido Tanico/g de extrato). Neste mesmo
solvente de extracdo, as folhas apresentaram maior concentragdo em comparacdo a polpa
(57,8+2,01 pg de Acido Tanico/g de extrato). A concentracdo de taninos na polpa extraida
com hexano apresentou concentragao extremamente baixa (0,24+0,2 ug de Acido Tanico/g de

extrato) (Figura 12).
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Figura 12. Taninos presentes nos diferentes extratos da C. xanthocarpa Berg. Folha extraida
com Etanol70% (F-et), Folha com n-hexano (F-hex), Polpa com etanol 70% (P-et) e Polpa
com n-hexano (P-hex).

Onde ?p<0,05 comparado com F-et e P-hex.
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As extracbes com solvente o etanol 70% com os diferentes métodos (agitacdo
magnética e sob refluxo) apresentaram diferenca estatistica somente nos extratos da folha,
onde o extrato F-et (extracdo sob agitacdo magneética) apresentou maior concentracdo do
composto (8%), 585,2+8,48 ug para F-et e F-hex 543,6+9,8 ug de Acido Tanico/g de extrato.
Para os extratos da polpa ndo houve diferenca estatistica entre as duas metodologias de
extracao (SP-et 67,27+2,85 ug; P-et 57,8+2,01 ug) (Figura 13).
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Figura 13. Taninos presentes nos diferentes extratos da C. xanthocarpa Berg, extraidos por
diferentes métodos com a utilizacdo de um mesmo solvente (Etanol 70%). Folha e Polpa
extraida com Etanol70% sob Agitacdo Magnética (F-et e P-et), Folha e Polpa extraida com
Etanol70% sob Refluxo em Aparelho Soxhlet (SF-et e SP-et).

Onde ?p<0,05 comparado com F-et.

Anélises qualitativas de compostos bioativos realizadas em folhas da guabirobeira
identificaram flavonoides, taninos e outros compostos como triterpenoides, heterosideos,
antocianicos e saponinas, amino grupos, 6leos essenciais e acidos fixos (ABE et al, 2014;
GOUVEA, 2001; MARKMAN, 2002), dados estes que corroboram os resultados obtidos
neste trabalho. O extrato hexanico de folhas da C. pubescens, apresentou sesquiterpenos e
triterpenos, substancias de baixa polaridade, as quais ndo foram testadas no presente estudo
(CARDODO et al., 2008). Flavonoides, saponinas e taninos presentes em extratos de folhas
da C. xanthocarpa em etanol 70% estdo relacionados ao efeito antiulcerogénico verificado em
camundongos (MARKMAN et al., 2004). Os frutos da Campomanesia phae O. Berg,
apresentaram concentragcbes de taninos variando de 510 a 1040 pg de equivalente de
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taninos/mL em seus extratos etanodlicos (etanol 80%), sendo o0s taninos 0s principais
compostos encontrados dentro da classe dos fendlicos (58 a 60%) (DONADO-PESTANA et
al., 2015). Estes resultados para frutos diferem bastante do presente estudo, sendo este
comparéavel aos resultados encontrados na folha da guabirobeira. A maior concentracdo de
taninos observado em extrato etandlico foi encontrada em folhas da Campomanesia
lineatifolia (18,7 £ 0,1%) (MADALOSSO et al., 2012).

Os metabdlitos de plantas de uma mesma espécie podem variar de acordo com
diferentes fatores como sazonalidade, fase de desenvolvimento, tipo de solo no qual a planta
foi cultivada (disponibilidade hidrica, nutrientes), temperatura, radiagdo, altitude, inducdo por
estimulos mecénicos ou agdo de patdgenos, bem como cuidados na coleta (GOBBO-NETO,
LOPES, 2007), o que pode justificar as diferencas quantitativas encontradas no presente
estudo e literatura pesquisada.

O presente estudo demonstra que os extratos da folha obtidos com etanol 70%
apresentam maiores quantidades de compostos fenolicos totais, flavondides, cumarinas e
taninos. Por outro lado os extratos da folha com n-hexano apresentam maiores concentracoes
de clorofilas e carotendides. Em relacdo a polpa, os extratos com etanol 70% apresentaram
maiores quantidades de todos o0s compostos, exceto flavondides, que ndo apresentou
diferengas significativa com o extrato P-hex. No grupo P-hex praticamente ndo foi encontrado
composto fenolico totais e taninos, através do método utilizado. Os métodos  extrativos
utilizados demonstraram diferencas significativas para alguns dos compostos bioativos
testados, onde o método sob agitacdo magnética extraiu significativamente mais compostos
fendlicos totais, flavonoides, cumarinas e taninos para os extratos da folha, por outro lado a
extracdo com Soxhlet da polpa, apresentou maiores quantidades de de compostos fendlicos

totais e flavonoides.

6.2 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE IN VITROATRAVES DE
SEQUESTRO DE RADICAIS LIVRES

6.2.1 Radical DPPH (2,2-Difenil-1-picril-hidrazil)

Os extratos hexanicos (polpa e folha) apresentaram baixas concentragfes de trolox
(Polpa 95,29+1,4 e Folha 76,85+1,29 umol de Trolox/g de extrato). Em extracdo com etanol

70%, a polpa também apresentou baixa concentracdo (79,96+1,47 umol de Trolox/g de
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extrato), sendo o grupo F-et 0 que se destacou por apresentar grande potencial antioxidante

4690£100,4 umol de Trolox/g de extrato, cerca de 50 a 60 vezes mais que 0s demais grupos.
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Figura 14. Capacidade antioxidante dos diferentes extratos da C. xanthocarpa Berg expressa
pela captura do radical DPPH. Folha extraida com Etanol70% (F-et), Folha com n-hexano (F-
hex), Polpa com etanol 70% (P-et) e Polpa com n-hexano (P-hex). Onde ?p<0,05 comparado
com F-et.

Estudos recentes tém reportado o potencial antioxidante de folhas, polpas e
sementesde espécies dos géneros Eugenia, Myrciaria, Syzygiume Psidium, todos da familia
Myrtaceae,0s quais em sua maioria expressam atividade antioxidante a partir deavaliagdes
com extratos alcodlicos ou aquosos (ANNADURAI et al., 2012; FIGUEIROA et al., 2013;
STEWART et al., 2013; WANG et al., 2014). Fra¢es cloroférmica e hexanica das folhas de
C. lineatifolia (BARBOSA, 2009) e C. guazumifolia (Cambess) (ARRUDA et al., 2013)
apresentaram menor capacidade antioxidante em comparacdo com as fragdes alcoolicas
testadas, dados estes que corroboram os resultados encontrados no presente estudo. O extrato
hexanico e a fase hexanica dos frutos da C. pubescens apresentaram baixo efeito antioxidante
de acordo com ensaio DPPH, mesmo apresentando concentra¢@es elevadas de fendis. Estes
resultados podem ser decorrentes de maiores quantidades de flavanonas e chalconas presentes
no extrato hexanico, as quais ndo apresentam atividade antioxidante pelo método do DPPH
(CARDOSO et al., 2013). Folhas daCampomanesia adamantium testadas nas diferentes
estacOes do ano, apresentaram nos extratos hexanico e acetato de etila pouca variagéo,

enguanto o extrato etan6lico mostrou alteracdo significativa emrelacdo a composicao quimica
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durante o ano. Neste mesmo estudo verificou-se que apenas 0s extratos etandlicos mostraram
alta atividade antioxidantefrente ao método DPPH (COUTINHO et al., 2010).

Alguns estudos procuram delinear a relacdo estrutural do composto com sua atividade
antioxidante, a qual pode facilitar a neutralizacdo de radicais livres que iniciam processos de
oxidacdo, ou determinar as reacfes em cadeia radical devido a capacidade doadora de
hidrogénio (CAO, SOFIC, PRIOR, 1997). O estudo de trés compostos bioativos (quercetina,
quercetina-3-O-glucopiranosido e a morina) isolados de folhas de goiabeira apresentou
diferentes niveis de acdo antioxidante, sendo a quercetina o composto que melhor efeito,
possivelmente devido ao maior numero de hidroxilas (TACHAKITTIRUNGROD,
OKONOGI, CHOWWANAPOONPOHN, 2007). Estes resultados demonstram que a
estrutura dos compostos € uma importante caracteristica para eliminacdo de radicais livres
(BORS et al., 1990; FOTI et al.,1996).

A capacidade antioxidante dos extratos da folha e da polpa, utilizando como solvente o
etanol 70% e extracdo por diferentes métodos (agitacdo magnética e sob refluxo) nédo
apresentou diferenca estatistica (Figura 15) (F-et 4690+100,4; SF-et 4641+36,77; P-et
79,96+1,47 e SP-et 85,64+0,33 umol de Trolox/g de extrato).
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Figura 15. Capacidade antioxidante dos diferentes extratos da C. xanthocarpa Berg extraidos
por diferentes métodos com a utilizacdo de um mesmo solvente (Etanol 70%), expressa pela
captura do radical DPPH. Folha e Polpa extraida com Etanol70% sob Agitacdo Magnética (F-
et e P-et), Folha e Polpa extraida com Etanol70% sob Refluxo em Aparelho Soxhlet (SF-et e
SP-et).
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A diferenca na metodologia utilizada para extracdo ¢ um fator importante que pode
interferir nosresultados da avaliacdo da atividade antioxidante (NANTITANON,
SAWIMONWAT, OKONOGI, 2010; TACHAKITTIRUNGROD, OKONOGI,
CHOWWANAPOONPOHN, 2007). A capacidade antioxidante de um extrato pode estar
relacionada a presenca de compostos fendlicos em sua composicdo.Nossos resultados
demonstraram que o0s extratos etandlicos da C. xanthocarpa foram os que mais se destacaram
na presenca deste composto. Os compostos fendlicos, vitaminas C e E, selénio, carotenoides,
flavonoides e taninostambém tém sido associados a efeitos antioxidante, anti-inflamatério,
antitumoral, gastroprotetor (LI et al., 2009; GARCIA-LAFUENTE et al., 2009;
GRABACKA, GAWIN, PIERZCHALSKA, 2014; PRADO et al., 2014; SAEDI et al., 2014).

A polpa da C. xanthocarpa em extracao hidroalcéolica (metanol 50%) apresentou alta
capacidade antioxidante mensurada pelo método DPPH (SOUZA et al., 2018). A capacidade
antioxidante in vitro dos extratos hidroetandlicos (etanol 80%) do fruto da C. Phae O.Berg,
foi proporcional as concentragbes de compostos fendlicos totais, sendo DPPH entre
14.71+1.78 a 29.44+1.52 umol de Trolox/mL (DONADO-PESTANA et al., 2015), no
presente estudo os valores de DPPH para polpa foram cerca de 2,5 vezes maior, neste
tambeémverificou-se proporcionalidade entre o0os compostos fendlicos e a ativadade
antioxidante frente ao DPPH. Estudos mostraram quendo hé relacdo entre o radical DPPH e 0s
carotenoides (MULLER, FROHLICH, BOHM, 2011), desta forma os resultados observados
sdo provavelmente decorrentes da acao de outros compostos presentes na planta (PEREIRA et
al., 2015), isso justificaria um pouco os resultados encontrados no presente estudo referentes a
polpa, j& que apresentaram grande quantidade de carotenoides, porém baixa atividade

antioxidante.

6.2.2 Radical ABTS (2,2azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)

No presente estudo o extrato Folha Etanol70% (F-et) foi o Unico que apresentou
capacidade antioxidante (2329+20,21 pmol de Trolox/g de extrato), sendo que os grupos F-
hex (242,5+4,4), P-et (270,4+x4,97) e P-hex (291,944 pmol de Trolox/g de
extrato)apresentaram baixa atividade antioxidante. Observa-se também que o grupo P-hex

apresentou maior atividade ao ser comparado com o F-hex (20%) (Figura 16).
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Figura 16. Capacidade antioxidante dos diferentes extratos da C. xanthocarpa Berg expressa
pela captura do radical ABTS. Folha extraida com Etanol70% (F-et), Folha com n-hexano (F-
hex), Polpa com etanol 70% (P-et) e Polpa com n-hexano (P-hex).

Onde ®p<0,05 comparado com F-ete P-hex.bp<0,05 comparado comF-et.

Em relagdo aos diferentes métodos de extracdo (agitagdo magnética e sob refluxo)com
solvente etanol 70%, ndo houve diferenca significativa entre os grupos estudados, os quais
apresentaram os seguintes valores F-et 2329+20,21, SF-et 2462+48,89, P-et 270,4+4,97 e SP-
et 261+3,95 umol de Trolox/g de extrato (Figura 17).
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Figura 17. Capacidade antioxidante dos diferentes extratos da C. xanthocarpa Berg extraidos
por diferentes métodos com a utilizacdo de um mesmo solvente (Etanol 70%), expressa pela
captura do radical ABTS. Folha e Polpa extraida com Etanol70% sob Agitacdo Magnética (F-
et e P-et), Folha e Polpa extraida com Etanol70% sob Refluxo em Aparelho Soxhlet (SF-et e
SP-et).

Alto valor de equivalente de Trolox indica um alto teor de antioxidantes em
comparagdo com oantioxidante padréo (Trolox) (RE et al., 1999). Estudo com frutos da C.
xanthocarpa em extratos hidrofobicos (acetona) encontrou diferengas de atividade
antioxidante em métodos extrato livre e encapsulado (PEREIRA et al., 2015). O método de
encapsulamento pode reduzir a disponibilidade do extratoe reagir menos com os radicais
livrese compostos dos extratoscom propriedades antioxidantes por diferentesmecanismos de
acdo. Frutos da Campomanesia cambessedeana Berg, extracdo com acetona80%, também
apresentaram capacidade antioxidantepelos métodos ORAC- sequestro do radical Oxigénio e
PSC — sequestro do radical Peroxile atividade antiproliferativa em células tumorais hepaticas
(HepG2) (MALTA et al., 2013).

Os compostos bioativos dos extratos sdo responsaveis por conferir diferentes
propriedades bioldgicas a cada extrato, possibilitando quepossa oferecer efeitos benéficos ou
de risco para saude. Além disso, a quantidade de compostos e interacdo entre 0S mesmos
podem ser influenciados por fatores como localizacdo geografica do plantio e método de
extracdo (KADRI, ZARAI, CHOBBA, 2011; OKOH, SADIMENKO, AFOLAY AN, 2010).

No presente estudo observou-se que 0s extratos apresentaram grandes diferencas
qualitativas e quantitativas de seus constituintes quimicos. Os resultados sugerem que a
maioria dos compostos biologicamente ativos encontrados nesta espécie de planta estdo
concentrados nas folhas, com composi¢do quimica extremamente diferente da polpa, estas
diferengas apresentam-se também nas propriedades biolégicasem relacdo aos radicais livres
testados (DPPH e ABTYS).

De acordo com Amarante e colaboradores (2017) & relacdo direta entre maiores
concentraces de compostos fendlicos e o aumento da atividade antioxidante determinadas
pelos métodos DPPH e ABTS, dados que corroboram o0s resultados encontrados neste
trabalho, tendo em vista que o extrato F-et que apresentou maior concentracdo de compostos
fenolicos também apresentou-se mais eficiente na captacdo do radical DPPH e ABTS. Os
extratos F-hex, P-et e P-hex ndo apresentaram atividade antioxidante no método DPPH,
enquanto que para o método ABTS, o extrato P-hex foi mais eficiente para captacdo do
radical quando comparado ao extrato F-hex.
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6.3 LINHAGENS CELULARES

A sub-linhagem H295R (tumor de cortex adrenal) e a linhagem RAW 264.7
(macrofagos murinos), foram submetidas a diferentes concentragbes dos extratos da C.
xanthocarpa (100 pg/mL, 75 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL e Opg/mL (zero ou controle) para

realizacdo dos testes a seguir.

6.3.1 Toxicidade dos extratos - teste de MTT

O ensaio do MTT é um ensaio de proliferacdo celular que tem como objetivo avaliar a
citotoxicidadedo extrato da Guabirobeira em células de tumor de cortex adrenal (linhagem
H295R). Foram testados 4 extratos (F-et, F-hex, P-et e P-hex) em cinco concentragbes 0
(zero), 25, 50, 75 e 100 pg/mL, sendo a concentracdo zero considerada o controle. Os
resultados foram expressos em porcentagem da viabilidade celular, como podem ser
observados na Figura 18. Apenas o grupo F-hex (Figura 18-B) apresentou efeito citotoxicona
concentracdo 75 ug/mL, apresentando reducao de 17 % em relacdo ao controle, 22 % frente a
concentracdo 50 pug/mL e 14% frente a concentragdo 100 ug/mL. Em relacédo aos extratos F-
et, P-et e P-hex ndo houve diferenca significativa entre as diferentes concentragdes testadas
(Figura 18- A, CeD).
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Figura 18. MTT- Toxicidade dos extratos dos extratos da C. xanthocarpa Berg frente a
linhagem celular H295R (tumor de cortex adrenal), expressa pelo percentual de viabilidade
celular. F-et (A), F-hex (B), P-et (C) e P-hex (D). Variacdo em % em relacdo ao grupo
Controle (99,2 + 4,84).Concentragdes 25, 50, 75, 100 pug/mL.

Nota: Os dados sdo apresentados como médiaz erro padrao.

Onde ?p<0,05 comparado ao controle e as concentracdes 50 e 100 pg/mL.

O extrato etandlico de frutos da E. stipitata (Myrtaceae) foi testada in vitro quanto a
capacidade de inibir o crescimento de nove linhagens celulares tumorais humanas U251
(glioma, CNS) UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (mama — resistente a
multiplos farmacos), 786-0 (renal), NCI-H460 (pulmé&o), PC-3 (préstata)) OVCAR-3
(ovariana), HT-29 (cdlon) e Vero (rim, linha celular ndo cancerosa), o qual ndo apresentou
efeito citostatico completo contra qualquer das linhagens testadas. Este mesmo estudo
constatou efeito antimutagénico ou antigenotdxico do extrato em animais (camundongos
Swiss) suplementados com o extrato, sugerindo que este fruto pode ser usado como agente
preventivo contra o cancer (NERI-NUMA et al., 2013).

Extratos de folhas da Psidium guajava (Myrtaceae) em hexano apresentaram efeitos
citotoxicos em células das linhagens OV2008 de cancer de ovario e de leucemia Kasumi-1,
dependente da dosagem do extrato, com IC50 determinado em 200 ug/mL (LEVY,
CARLEY,2012). Este resultado corrobora com o presente estudo ao demonstrar que o efeito
observado do extrato é dependente da concentracdo do mesmo. Em folhas da Calyptranthes
grandifolia O.Berg (Myrtaceae), ndo foi encontrado efeitos citotoxicos em extratos etanoélicos
e hexanicos na linhagem epitelial CHO-K1 (ovario de hamster adulto) (DELVING, 2015).
Extratos aquosos das folhas e raizes de C. adamantium causaram citotoxicidade dependente

da concentragdo em células Jurkat (linfoma das células T), sendo o extrato da folha mais
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eficaz quando comparado ao da raiz, sugerindo potencial terapéutico na prevencdo e
tratamento do cancer (CAMPOS et al., 2017).

A fracdo acetato de etila em extrato etanolico de folhas da C. velutina apresentou
efeito citotdxico em macrofagos J774A.1 nas concentragdes 640 e 1280 pug/mL, enquanto oS
extratos brutos em etanol e metanol e a miricitrinaisolada n&o apresentaram efeitos (MICHEL
et al., 2013). Estes resultados assemelham-se aos encontrados no presente estudo, tendo em
vista os extratos etanolicos (folha e polpa) ndo apresentaram efeito citotoxico na linhagem
celular testada. Um segundo estudo também observou reducdo da viabilidade de macré6fagos
J774.A1 na fracdo acetato de etila do extrato das folhas da C. adamantium na concentracéo
640 mg/mL, enquanto os compostos bioativos isolados da planta, mirricitrina e miricetinando
demostraramefeito (FERREIRA et al., 2013). Em células THP-1 (mondcitos humanos
leucemicos) foi encontrado efeito citotoxico do extrato de guabiroba (C. xanthocarpa),
concentracdo de 500 pg/mL, e reducdo do marcador CD14, molécula envolvida no processo
inflamatorio associado a aterosclerose(co-receptor das particulas de LDL) (RIBAS, CUNHA,
AITA, 2015).

O tetracloreto de Carbono (CCl;) € amplamente utilizado para induzir o estresse
oxidativo e lesdo hepatica. Estudo em extratos etanolicos (70%) da polpa e da casca/semente
da C. adamantium demonstrou efeito protetor na viabilidade de células hepaticas HepG2
induzidas por CCl, (FERNANDES et al., 2015).

6.3.2Atividade Fagocitaria dos Macrofagos

A capacidade fagocitaria, expressa em porcentagem, dos macrofagos (linhagem RAW
264.7) expostos a diferentes concentracbes dos extratos da C. xanthocarpa, pode ser
verificado na Figura 19. Somente o grupo P-hex (Figura 19-D) apresentou estimulo da
atividade fagocitéaria nas concentracdes 50, 75 e 100 pg/mL, aumentos de 49%, 50% e 42%,
respectivamente quando comparados ao grupo controle. Em relacdo aos demais extratos, ndo

houve diferenca significativa entre as concentracdes testadas (Figuras 19-A, B e C).



65

60~
©
© =
‘= S 401
8 401 3
[&]
S & 201
- =, [
o On
R m é < o :
O e
g o ; : . < ey
X ° o~ o \90 20. o )
-20- % F-hex (ug/mL)
F-et (ng/mL) v 9 A KN
5
60+ =
©
& 40 £
@ - — a a
4+ \©
S = -
S 3 -
& 2 =
LL ol
z§ 1§ 5:
< < T
S N A S
-20-

P-hex (ng/mL)

P-et (ng/mL)

Figura 19. Atividade fagocitaria da linhagem de macrofagos (RAW 264.7) frente a acdo dos
extratos da C. xanthocarpa Berg, através das diferentes concentragdes, expressa em
percentual. Folha extraida com Etanol70% (F-et), Folha com n-hexano (F-hex), Polpa com
etanol 70% (P-et) e Polpa com n-hexano (P-hex). Variagdo em % em relagcdo ao grupo
Controle (100,5 £ 5,8). Concentragdes 25, 50, 75, 100 pg/mL.

Onde ®p<0,05 comparado ao controle do extrato P-hex.

A imunidade inatadesempenha um importante papelno controle de infeccdes, através
de mecanismos de acdo como fagocitose e atividade lisossomal, os quais possibilitam ativacao
de antigenos e eliminacdo de patégenos (HARRISON et al., 2003). Apbs endocitose de
patdgenos, o fagossoma recém-formado sofre fusdo, seguido de fusdo com lisossomas para
produzir um fagolisossomo (NIEDERGANG, CHAVRIER, 2004). O fagolisossomo é um
compartimento preenchido com hidrolases acidas e espécies reativas de oxigénio nas quais
ocorre a maior parte da degradacdo do conteudo englobado. Ospatdgenos fagocitados séo
mortos dentro do fagolisossomo (LEE, HARRISON, GRINSTEIN, 2003; LOPES et al.,
2006). O oOleo essencial das folhas da E. uniflora promoveu aumento significativo na
atividade fagocitaria dos macrdfagos nas concentrag@es de 100, 50 e 12,5 ug/mL de 62, 57 ¢
36%, respectivamente (RODRIGUES et al., 2012). A fracdo acetato de etila de Eugenia
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uniflora foi utilizada na concentragdo de 1000 pg/mL para avaliar a agdosobre a fagocitose de
C. albicans, onde o extrato reduziu significativamente a capacidade de fagocitose de C.
albicans frente ao controle (média total de 120.36 + 36.71 e 44.68 + 19.84) (SILVA, 2017). A
capacidade fagocitaria dos macr6fagos RAW 264.7 foi aumentada em 1,2 vezes quando
administrado o tratamento com extrato aquoso das folhas da Orostachys japonicus
(Crassulaceae) (PARK et al., 2015).

O extrato etandlico de R. Tomentosa, pertencente a familia Myrtaceae, aumentou a
atividade fagocitaria em neutrofilos estimulados com extrato nas concentragdes de 50 e 250
pg/mL (HMOTEH, MUSTHAFA, VORAVUTHIKUNCHAI, 2018). Os macréfagos
peritoniais de hamster tratados comextratos metanolicos de Ourateacuspidata (Ochnaceae)
apresentaram reducdo (92% - 98%) da capacidade fagocitaria, enquanto os extratos acetato de
etila e hexanico ndo apresentaram alteracdes (RIBEIRO, 2007). Resultados opostos ao
encontrado no presente estudo onde o extrato hexanico da polpa, foi 0 Unico a aumentar a

capacidade fagocitaria dos macréfagos.

6.3.3Ensaio de VVolume Lisossomal

O aumento de volume lisossomal de macrdfagos da linhagem RAW 264.7 foi avaliado
pela retencdo do corante vermelho neutro (Figura 20). Os resultados foram expressos em
porcentagem, sendo o grupo P-hexo que apresentou aumento na retencdo do vermelho neutro
na concentracdo 75 ug/mL (8% em relacdo ao controle) (Figura 20-D). Os demais extratos

ndo apresentaram efeito em relacdo a este parametro com base na analise estatistica.
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Figura 20. Captacdo do Vermelho Neutro (Retencdo Lisossomal) da linhagem de macréfagos
(RAW264.7) frente a acdo dos extratos da C. xanthocarpa Berg, através das diferentes
concentracOes, expressa em percentual. Folha extraida com Etanol70% (F-et), Folha com n-
hexano (F-hex), Polpa com etanol 70% (P-et) e Polpa com n-hexano (P-hex). Variacdo em %
em relacdo ao grupo Controle (105 + 4,3). Concentragfes 25, 50, 75, 100 ug/mL.

Onde ®p<0,05 comparado ao controle do extrato P-hex.

O ensaio de volume lisossomal mede a viabilidade celular pela capacidade de células
vivas em acumular o corante noslisossomos por difusdo passiva (REPETTO, DEL PESO,
ZURITA, 2008). Os ensaios mais empregados para a avaliacdo de citotoxicidade sdo o teste
de reducdo do MTT e o teste da captacdo do vermelho neutro (YANG et al., 2008).
Dependendo da concentracdo da amostra que promove viabilidade celular abaixo de 50% e do
tipo celular em estudo, essa amostra pode ter o seu potencial biolégico estudado. Um extrato
vegetal promissor para futuras purificacdes deve apresentar indice citotdéxico (IC50) menor
que 30 pg/mL (SUFFNESS; PEZZUTO, 1990). Por outro lado, quando o extrato ndo
apresentar efeito citotoxico, além de indicar a seguranca do uso, é possivel investigar, por
meio de ensaios bioquimicos in vitro, se ha efeitos benéficos deste na prevencao de doengas,
através de mecanismos antioxidantes.

O oleo essencial das folhas da E. uniflora promoveu um significativo aumento na
retencdo do vermelho neutro de macréfagos nas concentragbes de 100, 50 e 12,5 pg/mL de
56, 53 e 23%, respectivamente (RODRIGUES et al., 2012). Estes resultados diferem do
presente estudo, tendo em vista que nenhum dos extratos das folhas foi capaz de aumentar
significativamente a viabilidade celular—Extratos hidroalc6olicos da aroeira (Anacardiaceae)
causaram reducdo da viabilidade celular em osteoblastos humanos somente em altas
concentragfes (MATOS, 2013).
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6.3.4 Ensaio de Adesdo de Macrdfagos

O ensaio de adesdo de macrofagos da linhagem RAW 264.7 foi empregado para
avaliar os efeitos das diferentes concentracGes dos extratos da C. xanthocarpa, 0s quais
podem ser visualizados na Figura 21, valores descritos em porcentagem. O grupo P-et (Figura
21-C) apresentou aumento significativo da adesdo dos macrdfagos expostos as concentracdes
25 ug/mL aumento 30% em relacdo ao controle e 70% ao ser comparado com a concentracao
75 pg/mL, a concentracdo 50 pg/mL possibilitou aumento da adesdo de 28% em relacdo ao
controle e 68% frente a concentracdo 75 ug/mL. Ja as células expostas & concentragdo 100
ug/mL foi as que apresentaram maior adesdo, 50% mais que o controle, 17 e 97% mais em
relacdo as concentracBes 50 e 75 pg/mL, respectivamente. O grupo P-hex (Figura 21-D),
demonstrou reducdo da adesdo dos macrofagos expostos ao extrato nas concentragdes 75 e
100 pg/mL, respectivamente, 33 e 40% em relacdo ao controle, 36 e 43 % em relacdo a
concentracdo 25 pg/mL, 34 e 40% em relacdo a concentracdo 50 pg/mL. Demais grupos ndo
apresentaram alteragGes significativas na adesdo de macrofagos frente as diferentes

concentragoes.
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Figura 21. Adesdo de macrofagos da linhagem de macréfagos (RAW 264.7) frente a agdo dos
extratos da C. xanthocarpa Berg, através das diferentes concentracdes, expressa em
percentual. Folha extraida com Etanol70% (F-et), Folha com n-hexano (F-hex), Polpa com
etanol 70% (P-et) e Polpa com n-hexano (P-hex). Variacdo em % em relacdo ao grupo
Controle (99,5 + 4,7).Concentracdes 25, 50, 75, 100 ug/mL.

Onde %p<0,05 quando comparado ao controle e a concentracdo 75 pg/mL; °p<0,05 quando
comparado a concentragdo100ug/mL, no extrato P-et (C).

Onde “p<0,05 quando comparado ao controle e as concentragdes 25 e 50ug/mL, no extrato P-
hex (D).

Um importante parametro a ser avaliado em cultura celular, é a adesao celular tendo
em vista que as células podem estar vidveis, mas ndo estarem aderidas ao substrato,
considerando que uma Vvez aderidas as celulas iniciam sua proliferacéo.
A migracéo de neutrdfilos, primeiro a ir para o foco inflamatério, envolve varios mecanismos,
como o rolamento e a adesdo de neutréfilos ao endotélio, seguido por quimiotaxia induzida
por grupo de mediadores inflamatorios conhecidos como agentes quimiotaticos (GOMES et
al., 2017).

Ensaio in vivo com animais pré-tratadosvia oral com extrato hidroetandlico (etanol
80% liofilizado) das sementes da Eugenia leitonni (300 mg/kg), o0s quais
apresentaramreducdoda adesdo de neutrofilos da cavidade peritoneal dos camundongos
(LAZARINI et al., 2016). Resultado mostra que o extrato reduz a expressdo de mediadores
inflamatorios e diminui a liberagdo de TNF-a, resultando na inibigdo da rolagem, adesao ¢
transmigracdo dos leucdcitos em direcdo ao foco inflamatério (XIANG et al., 2015). Os
extratos do acgai (Euterpeoleraceae) também demonstraram efeito reduzindo a capacidade de
gerar transcri¢cbes de IL-6 e IL-8e capacidade de bloquear os efeitos indutores do LPS na

sinalizacdo e na expressdo de moléculas de adeséo,vascular (VCAM-1) e intercelular (ICAM-
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1). Estes resultados demonstraram correlacdo negativa com a adesao leucocitaria (NORATTO
etal., 2011).

O processo inflamatorio envolve a expressao de diversas proteinas inflamatérias como
citocinas, quimiocinas, enzimas que catalisam mediadores inflamatorios, receptores para
mediadores inflamatorios e moléculas de adesdo. VariacGes na expressdo desses genes sao
reguladas por fatores de transcricdo, e 0 seu excesso de ativacdo pode estar relacionado com a
prolongacéo da liberacdo de citocinas inflamatdrias (BARNES, 1994). Estudo realizado com
extrato de Prunellavulgaris (Lamiaceae) demonstrou que houve reducdo da ativagdo de
fatores de inducdo de inflamagdo (NF-kb) endo houve producgdo de TNF-a, inibindo a adeséo
de mondcitos/macréfagos (PARK et al., 2013).

Compostos fendlicos presentes no cambuci (C. phae) melhoraram a tolerancia a
glicose, reduziram a glicemia de jejum e a insulinemia, protegeram contra dislipidemia e
atenuaram o recrutamento de macrofagos no tecido adiposo e a expressdao de marcadores
inflamatorios (TNF-a e IL-6), em testes realizados em camundongos durante oito semanas, as
dietas foram diferenciadas, onde alguns grupos recebiam extratos do fruto do cambuci
contendo os polifendis (DONADO-PESTANA et al., 2015). Resultado semelhante foi
encontrado no grupo celular expostos ao extrato P-hex, onde o mesmo reduziu a adeséo de
macrofagos nas concentragfes 75 e 100 ug/mL. No entanto, o grupo P-etaumentou a adeséo
dos macrofagos na maioria das concentracées.

Os polifenodis, presentes nas plantas, representam uma categoria de compostos
fitoqguimicos muito importante, pela sua capacidade antioxidante, tendo em vista que muitos
efeitos relacionados ao estresse oxidativo estdo envolvidos noprocesso inflamatdério, entre eles
a producdo de radicais livres por células imunoldgicas tais como os macréfagos. Porém o
efeito protetor dos polifendis vai além de seu potencialantioxidante, e vem mostrando
atividade citotoxica, efeitos anti-envelhecimento e atividades antimicrobianas (LI et al.,
2014). A utilizacdo terapéutica de produtos naturais requer conhecimento prévio de seus
compostos farmacologicamente ativose a determinacdo de seu potencial. Além disso, a
avaliacdo da toxicidade é muito importante, tendo em vista apossivel presenca de constituintes
nocivos, que podem causar riscos a saude, por seus efeitos toxicos, mutagénicos e
carcinogénicos (KARAM et al., 2013).
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7. CONCLUSOES

Os compostos bioativos observados no presente estudo apresentaram maior
concentracdo no extrato da folha da C. xanthocarpa extraida pelo solvente etanol70%. Este
grupo demonstrou relagé@o positiva nos ensaios de capacidade antioxidante (DPPH e ABTS),
porém o mesmo nado foi observado nas analises in vitro (células da linhagem adenocarcinoma
humano H295R e linhagem de macrofagos de ratos RAW 264.7). O grupo F-hex apresentou
efeito na viabilidade celular nas células H295R, enquanto o grupo P-hex apresentou efeito
biolégico na atividade de macréfagos nas células RAW 264.7, demonstrando aumento da
acdo fagocitaria e no volume lisossomal, por outro lado desencadeou diminuicdo da adeséo de
macrdfagos. Deve-se considerar a existéncia de outros compostos bioativos nos extratos que
ndo foram identificados ou detectados devido a baixas concentracdes e metodologia, sendo,
portanto, necessarias analises fitoquimicas mais detalhadas em futuros estudos, além de testar

outras concentracOes dos extratos nas linhagens celulares.
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Tabela 2. Médias de todos 0s ensaios in vitro.

ANEXO

Concentracdes

Ensaios in vitro % (+erro)

Extratos ug mLt MTT Fagocitose ~ C.V.Neutro Adeséo
F-et
Controle 142,6+6,97 109,7+7,10 171,8+14,79  158,8+23,71
25 148,5%6,73 129,8+4,73 183,1£13,10  171,6+26,66
50 150,8+10,77 128,5+5,37 171,0£12,26  173,0+20,62
75 176,049,12 128,3+3,88 185,5£15,00  172,1+13,69
100 139,4+8,43 125,1+4,34 178,2+5,86 164,7+21,54
F-hex
Controle 148,5%5,79 119,946,31 171,8£14,88  158,3+21,97
25 139,145,66 114,2+4,26 130,6+13,36  160,8+15,74
50 158,245,12 115,6+6,06 137,1£11,69  165,2+11,95
75 122,8+5.38 112,145,08 142,7#10,47  178,4+10,88
100 143,5%6,84 121,545,54 158,1£17,03  166,7+13,36
P-et
Controle 140,845,76 96,966,69 118,2+8,93 164,0+7,81
25 119,8+7,22 105,045,35 143,6£14,52  213,5+12,36
50 129,5+6,61 110,6+4,43 152,7¢10,50  210,8+12,19
75 122,1+4,89 106,4+4,23 145,5+11,11  125,2+12,24
100 148,8+6,99 104,0+7,11 128,2£12,26  246,9+9,09
P-hex
Controle 140,845,76 96,96+7,14 132,7+9,58 164,0+7,81
25 129,645,10 123,448,13 140,045,19 173,9+12,46
50 139,545,76 144,5+6,18 130,0+4,25 166,7+8,05
75 141,745,04 145,9+5,98 143,6+11,65 109,9+6,38
100 122,045,17 138,3+7,10 121,8+8,99 99,55+9,97
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