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RESUMO

Na medicina tradicional, as plantas tem sido utilizadas para o tratamento de
diversas doencgas ao longo dos séculos e sdo consideradas uma das maiores
fontes para o desenvolvimento de novas drogas. Com o objetivo de contribuir
com o conhecimento cientifico no estudo e desenvolvimento de novas drogas
procurou-se com este trabalho, identificaros principais constituintes
fitoquimicosda Calyptranthes grandifolia, avaliar seus potenciais citotdxicos e
antioxidantes e também identificar e avaliar o efeito terapéutico, através de
vias especificas e ja conhecidas por seu envolvimento no processo
inflamatdrio, como o TNF- a. Para todos os experimentos, foram utilizados
extratos etandlico e hexanico das folhas da C.grandifolia, coletada no entorno
do municipio de Lajeado.Foi realizada a analise fitoquimica de
esteroides/terpenoides, taninos, flavonoides, cumarinas, quinonas, alcaloides
e saponinas, utilizando metodologias descritas na literatura. O potencial
citotdxico in vitro foi avaliado pelo método de Alamar Blue, utilizando células
nao metabolizadoras CHO-K1 e a atividade antioxidante foi realizada pelo
método2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). A analise da liberagdo do TNF-a
utilizou células RAW 264.7, tratadas com os extratos vegetais e posterior
estimulacédo com lipopolissacarideo (LPS). A quantificacdo de liberagdo do
TNF-a foi feita pelo método de ELISA. Os resultados dos ensaios indicaram a
presenca de esteroides/terpenoides, taninos e flavonoides no extrato
etandlico. O potencial citotdéxico, ndo apresentou citotoxicidade consideravel
no extrato etandlico e manteve a viabilidade celular aumentada na maioria
das concentragdes, com uma diminui¢do nao significativa da viabilidade em
200 pg/mL, de forma semelhante para o extrato hexanico a redugao da
viabilidade celular pode ser observada somente na concentragcdao de 200
pMg/mL. A atividade antioxidante esteve presente apenas no extrato etandlico
de maneira dose-dependente, com ICsy de 21.3£1.7ug/mL.O extrato etandlico
também apresentou melhores resultados em relacdo a inibicdo do TNF-a,
tendo sido significativa na concentracdo de 200 ug/mL, frente ao controle
positivo (LPS). O extrato hexanico ndo apresentou inibicdo da liberagao do
TNF-a na concentracdo de 200 upg/mL de forma significativa quando
comparada ao LPS. Os resultados deste estudo mostram indicios de
atividades anti-inflamatérias nos extratos testados, havendo um melhor
desempenho do extrato etandlico. A presenca de polifendis e
esteroides/terpenoides encontradas neste extrato podem ser a resposta para
uma melhor avaliacdo das atividades antioxidantes e anti-inflamatdrias.
Estudos futuros podem indicar um potencial anti-inflamatério promissor para
esta planta, lembrando ainda que processos inflamatérios fazem parte do
processo de carcinogénese, havendo portanto uma porta de entrada para
maiores pesquisas avaliando o potencial anticancer da C. grandifolia.

Palavras-chave: Cancer, Produtos Naturais, Anti-inflamatério, TNF-a C.grandifolia



ABSTRACT

In traditional medicine, plants have been used in the treatment of several
diseases throughout centuries and are considered as one of the largest
sources for the development of new drugs. However, the bioactive
components and action mechanisms are not entirely known. Aiming to
contribute with scientific knowledge towards the study and development of
new drugs, this work sought to identify their main phytochemical components,
evaluate their cytotoxic and antioxidant potentials, as well as identifying and
evaluating the therapeutic effect of Calyptranthesgrandifolia, through specific
and known paths for their involvement in the inflammatory and carcinogenic
process, such as TNF- a. Ethanolic and hexanic extracts from C.
grandifolialeaves, gathered within the Lajeado municipality, were used in all
experiments. The phytochemical analysis of steroids/terpenoids, tannins,
flavonoids, coumarins, quinones, alkaloids and saponins were characterized
using methodologies described in literature. The in vitro cytotoxic potential was
evaluated through the Alamar Blue method using non drug-metabolizing CHO-
K1 cells and the antioxidant activity was performed through the DPPH method.
The analysis of TNF-a release used RAW 264.7 cells, treated with vegetal
extracts and posterior stimulation with LPS. The quantification of TNF-a
release was quantified using ELISA method. The experiment results indicated
the presence of steroids/terpenoids, tannins and flavonoids in the ethanolic
extract. The cytotoxic potential did not present considerable cytotoxicity in the
ethanolic extract and maintained increased cellular viability in most
concentrations, only presenting a slight reduction in viability at 200 pg/mL.
Similarly, cellular viability reduction could only be observed in the hexanic
extract at the 200 ug/mL concentration. The antioxidant activity was only
present in the ethanolic extract at a dose-dependant manner, with an ICs
value of 21.3x1.7ug/mL. The ethanolic extract also presented better results
concerning the inhibition of TNF-a, given that it was significant at the 200
Mg/mL concentration in comparison with the positive control (LPS). The
hexanic extract also presented higher TNF-a inhibition at the 200 pg/mL
concentration, however, there was no significant difference in comparison with
LPS. The results of this study demonstrate that there are evidences of anti-
inflammatory activity in the tested extracts, with better performance in the
ethanolic extract. The presence of polyphenols and steroids/terpenoids found
in this extract may be the answer for its better evaluation concerning
antioxidant and anti-inflammatory activities. Future studies may indicate a
promising anti-inflammatory potential for this plant, also reminding that
inflammatory processes are part of the carcinogenesis process, therefore, this
is an entry path for larger researches evaluating the anticarcinogenic potential
in C. grandifolia extracts.

Key-words: Cancer, Natural products, anti-inflammatory, TNF-a, C. grandifolia
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1 INTRODUGAO

Historicamente o uso popular de produtos naturais para o tratamento de
diversas doencas € relatado nos mais variados contextos, desde as praticas
ritual-religiosa e cultural até a respeitada medicina tradicional(Rates,
2001).Apesar de toda popularidade, somente 5 a 15% de um total aproximado
de 250 mil espécies de plantas foram avaliadas do ponto de vista farmacoldgico
havendo, portanto, um vasto campo a ser explorado e estudado (CRAGG E
NEWMAN, 2005). Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2013),
cerca de 80% da populagéo recorre ao uso da medicina tradicional na atencgéo

basica a saude.

A maioria destes produtos naturais utilizados ao longo dos séculos nao
tem seus componentes bioativos, nem mesmo sua forma de acédo, totalmente
conhecidos. Outros, no entanto, foram estudados, reconhecidos e tornaram-se
medicamentos que sado hoje amplamente utilizados (CRAGG E NEWMAN,

2005). Estima-se que 75% dos medicamentos anticAncer e 69% dos agentes
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anti-infecciosos utilizados na atualidade tém origem, direta ou indireta, em
produtos naturais (NEWMAN E CRAGG, 2012).

Dentre os produtos naturais destacam-se as espécies vegetais, que
historicamente sempre estiveram a frente das descobertas de varias drogas e,
no que se refere aos quimioterapicos atualmente utilizados, estdo amplamente
representadas por medicamentos como vinblastina, vincristina, etoposide,
paclitaxel, topotecan e irinotecan (CRAGG et al., 2014).Novas descobertas vem
sendo feitas continuamente com produtos derivados das plantas.Entre essas
novas descobertas, o Honokiol (HNK), uma molécula promissora, isolada da
casca da Magnolia spp que tem mostrado atividades antitumorais in vivo e in
vitroem varios tipos de cancer,destacando seu potencial antiinflamatério e
quimiopreventivo no cancer de pele, tendo entre seus mecanismos de acao a
inibicdo da indugao da expressao de citocinas pro-inflamatdrias, como o TNF-a,
Interleucina (IL) -1B e IL-6, induzidas por UVB(ARORA et al., 2013).Pode-se
ainda citaro extrato da planta Viscum album (L), usada com propoésitos
medicinais ha séculos, e que se encontra em fase clinica Ill para o tratamento de
cancer pancreatico localizado e metastatico com efeitos associados a
imunomodulagdo(MONTEIRO et al., 2014; Troger et al., 2013). O Syzygium
aromaticum(Myrtaceae), usado como tempero na culinaria (cravo), também é
conhecido na medicina tradicional por sua importante atividade antioxidante e
citotoxicidade, apresentando potencial para o desenvolvimento de drogas
anticancer para diferentes tipos celulares, conforme estudo de Dwivedi e

colaboradores (2011).

Neste contexto, a escolha da planta Calyptranthes grandifolia O.Berg
pertencente a familia Myrtacea,teve como base sua aplicagao etnofarmacologica
e vem aoencontro das necessidades cientificas, uma vez que seus potenciais
farmacolégicos sdo desconhecidos e seus componentes bioativos sdo pouco
conhecidos, ndao tendo sido encontrados relatos referentes a composigao

quimica dos extratos na literatura até o momento, havendo apenas registros da
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presenca de propriedades farmacolégicas associadas a outras espécies desta
mesma familia(CRUZ E KAPLAN, 2004; CERQUEIRA, 2002).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar e avaliar os potenciais citotoxico e anti-inflamatério in vitro dos

extratos etandlico e hexanico da Calyptranthes grandifolia O.Berg.

2.2 Objetivos especificos

- Preparar os extratos etandlico e hexanico das folhas da planta Calyptranthes

grandifolia;

- ldentificagdo dos principais constituintes fitoquimicos presentes nos extratos

etanodlico e hexanico;
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- Avaliar o potencial citotdxico,in vitro, dos extratos, através do método de

Alamar Blue em cultura de células da linhagem CHO-K1;

- Avaliar o potencial Antioxidante,in vitro, dos extratos, através de ensaio pelo
método DPPH;

- Avaliar a liberacédo do Fator de Necrose Tumoral - alfa (TNF-a) em macrofagos
ativados por lipopolissacarideo através de ensaio colorimétrico ELISA, nos

diferentes extratos.
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3 JUSTIFICATIVA

O processo inflamatério cronico tem sido associado com a patogénese de
varias doencas como aterosclerose, obesidade, diabetes e até mesmo com a
progressdo do cancer (GARCIA-LAFUENTE et al, 2009). Inicialmente pensava-
se que o processo inflamatério visto em ambientes tumorais indicava uma
tentativa do sistema imunolégico em combater o tumor, no entanto,
paradoxalmente, sabe-se hoje que ele aparece como um dos fatores envolvidos
na carcinogénese, liberando no microambiente tumoral, fatores de crescimento e
citocinas que sustentam sinais de proliferacdo e sobrevivéncia, além de
promover a angiogénese, invasdao e metastase (HANAHAN E WEINBERG,
2011).

Conforme Newman e Cragg (2012), cerca de 75% dos quimioterapicos,
bem como 69% dos agente anti-infeciosos, descobertos nos ultimos 30 anos tem
origem direta ou indireta em produtos naturais. Os resultados bem sucedidos de
pesquisas com plantas, como por exemplo, o Paclitaxel (Taxol®), obtido da
casca da Taxus brevifolia, usado no tratamento do cadncer de mama e a
Aspirina®, um potente anti-inflamatério derivado da casca da Salix alba, hoje
produzidos sinteticamente (DIAS et al., 2012), sdo indicativos do caminho

promissor e estimulam as buscas constantes por novos produtos naturais
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capazes de preencher as lacunas das falhas terapéuticas. As eventuais falhas
em tratamentos, bem como a presencga de efeitos colaterais indesejados, séo
em geral ocasionados pela falta de especificidade do medicamento, e
direcionam esta procura por biomoléculas mais especificas e acessiveis a
populagédo (RATES, 2001; ALMEIDA et al., 2005).

Sabe-se que processo de desenvolvimento de um medicamento envolve
basicamente a descoberta de novas entidades quimicas (NCEs). O advento da
quimica combinatdoria trouxe uma maior perspectiva de sucesso no
desenvolvimento de NCEs, porém nao obteve os resultados promissores
esperados, o que motivou a comunidade cientifica a fazer novas abordagens
para a descoberta de novos medicamentos a partir da medicina tradicional e o
uso de plantas, sabendo-se que uma das maiores fontes para a descoberta
destes novos NCEs s&o os produtos naturais ( KATIYAR et al, 2012).

Com base na literatura e em resultados bem sucedidos com plantas
medicinais, procurou-se com este trabalho, identificar e avaliar o potencial efeito
terapéutico do extrato das folhas da C.grandifolia, através do estudo de uma via
especifica e ja conhecida por seu envolvimento no processo inflamatério e
carcinogénico — como o TNF-a - com o intuito de contribuir com o conhecimento

cientifico e para o surgimento de novos tratamentos contra o cancer.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Inflamagao

O processo inflamatério € uma resposta natural do organismo, desencadeada
por uma série de mecanismos que reconhecem estimulos patogénicos. Esses
mecanismos sao fundamentais para a nossa prote¢cdo, para a manutencdo da
homeostasia, bem como na fungdo de reparo tecidual, promovendo a reconstrucdo do
tecido na area agredida (BARRETO et al., 2010). Normalmente, estas respostas sao
bem reguladas e alteram muito pouco a fungdo do tecido, porém uma falha neste
mecanismo, ou a persisténcia do agente desencadeante, pode levar a um dano tecidual
mais acentuado e respostas cronicas lesivas (COLEMAN E TSONGALIS, 2009).

Varios indicios apontam que a promocao tumoral esta relacionada com um
processo inflamatério cronico, através da participacédo de células imunes que fornecem
moléculas bioativas ao microambiente tumoral capazes de sustentar sinais de
proliferacdo e fatores de sobrevivéncia, entre outros(SZLOSAREK et al., 2006;
HANAHAN E WEINBERG, 2011). Em 1863, Virchow ja havia associado tumores ao
processo inflamatdrio crénico, identificando leucécitos no tecido tumoral. Muitos estudos

vém reforcando esta associagado, incluindo Dvorak, um século depois, apoiando a
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hipétese com o artigo de revisao “Tumores: feridas que ndo curam” (VIRCHOW, 1863;
DVORAK APUDBALKWILL E MANTOVANI, 2001; BARRETO et al., 2010).

Em uma via intrinseca, o desenvolvimento do cancer esta associado a eventos
genéticos, ativando e desativando genes responsaveis pela promog¢ado ou pela
supressao tumoral, respectivamente. Neste processo, mediadores inflamatérios, como
interleucinas 1 e 6 (IL-1, IL-6) e TNF-a sado produzidos por células modificadas
promovendo a formacdo de um microambiente inflamatério, enquanto fatores
extrinsecos, infecciosos ou inflamatérios, como a doencga inflamatdria intestinal, por
exemplo, também podem estar relacionados com um aumento do risco para cancer
(ZHU et al., 2011).

Tanto o reparo tecidual quanto a carcinogénese envolvem a proliferacao e a
sobrevivéncia celular, bem como migracao das células, sempre modulados por fatores
de crescimento, citocinas e também sinais inflamatérios e de angiogénese (RISS et al.,
2006). Um aspecto indispensavel é o estudo do microambiente tumoral, envolvendo as
citocinas e o efeito que as mesmas exercem entre as células tumorais e o estroma.
Estas citocinas, como o TNF-a, por exemplo, apresentam atividades variadas que
incluem oenvolvimento entre as células no tecido local, sugerindo que as mesmas
possam estar envolvidas na regulagéo do processo de promogao e progressao tumoral
(SZLOSAREK et al., 2006).Da mesma forma que as células inflamatérias agem durante
o reparo tecidual, as células malignas também produzem fatores que perpetuam a
inflamacédo promovendo um meio favoravel para o seu desenvolvimento, gerando as
mesmas substancias presentes no processo inflamatério de reparo, dentre elas
citocinas e prostaglandinas, que agem favorecendo a proliferagao celular (BARRETO et
al., 2011).

O TNF é uma citocina de muitas fungdes que tem um papel fundamental no
processo inflamatério e nos ultimos anos tem sido avaliada sua atuagcdo no tecido
tumoral. O grande alcance de atividades do TNF deve-se a presenga de um receptor
TNF (TNF-R) em quase todos os tipos celulares. A ligagdo do TNF aos receptores

promove a fosforilagcdo do complexo NF-kB/ IKK, levando a dissociacdo deste complexo
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e promovendo a translocacao do NF-kBdo citoplasma para o nucleo, onde atua como
fator de transcricdo, bem como promove a fosforilacdo do p38 MAPK, induzindo a
expressao de genes pro-inflamatérios (SALMELA-STJERNBERG, 2010).

O TNF-a pode ser produzido por macréfagos ativados, induzidos pela presenca
de lipopolissacarideo (LPS), e apds ser liberado liga-se a receptores especificos (TNF-
R | e Il) para exercer suas fungdes bioldgicas, entre elas desencadear as vias
apoptdticas, ativar a resposta imune e inflamatdria e promover vasodilatagcdo, entre
outros (VITALE, RIBEIRO, 2007).0s leucécitos também podem ser encontrados no
microambiente tumoral e podem contribuir para o crescimento e a disseminagao do
tumor (BALKWILL, MANTOVANI, 2001). Durante a progressao tumoral, macréfagos e
mondcitos sdo recrutados para a regido do tumor e,através da alteracdo da matriz
extracelular, facilitam a invasao e migragao do tumor através do estroma (CONDEELIS
E POLLARD, 2006).

Os macréfagos expressam na sua superficie, em vacuolos e no citossol, muitos
receptores que fazem a mediacdo de suas diversas fungdes a partir de estimulos
patogénicos extra e intracelulares. Alguns dos receptores tém funcéo inibitéria ou
ativadora na indugado do NF-k(, que por sua vez regula a produgdo de mediadores pro-
inflamatdrios (GORDON, 2007).Macréfagos associados a tumor (TAM) sao precursores
ativados de mondcitos e estdo presentes diretamente na regido tumoralpor atragao
quimiotatica das citocinas, sendo as células inflamatdrias mais frequentes na maioria
dos tumores (BALKWILL E MANTOVANI, 2001). O fator quimiotatico tumor-derivado,
atualmente conhecido como CCL2, descrito ha 25 anos, foi demonstrado como sendo o
responsavel pela atragdo de mondécitos do sangue periférico para o sitio tumoral (SICA
et al., 2008). Baseadas nestas propriedades promotoras de tumores, algumas drogas
foram desenvolvidas com a fungdo de eliminar macrofagos (ex. Yondelis, Clodronate)
ou inibir o recrutamento destes ao local do tumor (através de anticorpos anti-CCL2)
(PORTA et al., 2009). A presengca de TAM no tecido tumoral mostra uma correlagao
importante entre cancer e inflamacgao. Esta correlacdo, na maioria dos tumores esta
associada a um aumento da angiogénese, invasado tumoral e prognéstico desfavoravel
(CONDEELIS E POLLARD, 2006).
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4.2 Marcadores Moleculares Associados a Inflamagao e Cancer

Membro da grande familia de TNF, o TNF-a é considerado o mediador central da
inflamacéao, sendo também uma citocina, que age em duas dire¢des, tanto destruindo
quanto reparando o dano nos tecidos (BALKWILL, 2002). Inicialmente foi eleita como a
citocina que levava os tumores a hemorragia e necrose, mais tarde, no entanto, sua

funcao pro-tumoral foi identificada (ZHU, 2011).

O TNF-a esta envolvido ndo apenas no processo inflamatério, mas também no
reparo (remodelamento) tecidual através do estimulo de fibroblastos, angiogénese e
producao de proteina quimiotatica de monécitos (MCP) que controla a infiltragao de
macrofagos e linfécitos (ADEFUYE, 2012). A sua expresséo ja foi confirmada em varios
microambientes de tumores malignos, como cancer de ovario, prostata, melanoma,
entre outros (SZLOSAREK et al., 2006) tendo sido relatado que, na maioria das vezes,

mostrou uma relagdo com pior prognostico (BALKWILL, 2002).

O estimulo crénico do TNF-qa, associado a produgao de outras citocinas (ex. IL1
e IL6) que ocorre no microambiente tumoral, pode ser uma das possiveis causas da
relagdo entre inflamacdo cronica e o aumento da possibilidade de desenvolver um
cancer, sendo detectado tanto nas células tumorais quanto no estroma (BALKWILL,
2002). E produzido por macréfagos ativados, mondcitos e linfocitos e, ao ser liberado,
faz interagao com receptores TNF-R, estimulando a producido da proteina IkB Kinase,
que por sua vez fosforila e dissocia a IkB ligada ao NF-k3, tornando o livre para a sua
atuacao (SALMELA-STJERNBERG, 2010).Tanto o TNF-a, quanto a IL-1B, presentes
em processos inflamatorios cronicos, podem exercer efeito na expressdo de alguns
genes pro-inflamatorios através de vias intracelulares que envolvem o NF-k(3 e a p38
MAPK (KULDO et al., 2005) (FIGURA 1).

A p38a MAPK faz parte de um conjunto de proteinas sinalizadoras que
convertem sinais extracelulares nas mais variadas respostas dentro da célula
(WAGNER E NEBREDA, 2009). A via MAPK é reconhecida pela tradugdo dos
estimulos levando a resultados biolégicos incluindo o controle da expressao génica,

divisdo e sobrevivéncia celular, apoptose, metabolismo, diferenciacdo e motilidade
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(KOSTENKO et al., 2011).Alguns estudos indicam que quando ativada, a p38a regula
negativamente alguns tumores malignos, modulando a producado de espécies de
oxigénio ativo (ROS) provocada por oncogenes, evitando seu acumulo e prevenindo
efeitos carcinogénicos (DOLADO, et al., 2007).

Segundo Koul e colaboradores (2013), adicionalmente, a p38a tem uma
participagdo na produgao de citocinas pré-inflamatérias, como IL-6, IL-1 e TNF-a, agdes
angiogénicas e pro-sobrevivéncia, bem como regula a expressdo de citocinas,
modulando fatores de transcricdo como o NF-kB. Alvos a jusante da p38a MAPK,
incluem as MAPK activated kinase 2 (MK2) e MAPK activated kinase 3 (MK3), que sao
ativadas em condigdes de estresse, como radiagdo UV, choque térmico,
hiperosmolaridade e citocinas. A MK2 por sua vez aumenta a produgado de TNF-a e IL-
6.

SOBREVIVENCIA

PROLIFERACAO CELULAR
Transcrigdo de genes de sobrevivéncia,
préinflamatorio e imunomodulatério

Figura 1 — Via de sinalizagdo TNF — a, p38a MAPK e NF-kf

Fonte: http://saweb2.sabiosciences.com (modificado de Van Horssen et al, 2006)
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O NF-kBesta envolvido no aumento de expressdo de varios mediadores pro-
inflamatdrios que tem papel importante em varias patologias. Tem um papel essencial
na carcinogénese, inicialmente por estar relacionado a transformacéao celular e também
por estar presente na maior parte do tecido de muitos tumores (ZHU et al., 2011). Nas
células tumorais, sua ativacdo pode bloquear a apoptose induzida por citocinas pro-
inflamatdrias, como o TNF-a, por exemplo. Esse bloqueio impede a morte da célula,
garante sua sobrevivéncia e perpetua sua proliferagdo.A atividade do NF-kf3 no cancer
estd associada a expressdo de genes proliferativos, bem como metastases e
resisténcia a quimioterapicos (SU et al., 2013). A resisténcia terapéutica tem sido
relacionada com a ativacdo do NF-kB em células tumorais humanas pela prépria
quimioterapia e radioterapia, impedindo a extincdo completa das células cancerosas
(BARRETO et al.,, 2010).Uma vez ativado e fosforilado, o NF-k3 passa a atuar no
nucleo, ligando a regides promotoras e participando da regulagdo de varios genes,
incluindo quatro classes basicamente responsaveis pela imunidade (TNF-a, IL-1),
envolvidos no controle da apoptose (Bcl-x, c-IAP 12, XIAP), proliferagao celular (c-
MYC) e de feedback negativo (IkBa, IkBB)(KARIN et al., 2002).
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4.3 A Medicina Tradicional

O uso de produtos naturais no tratamento de doencas e diversos males
percorrem a histéria desde o surgimento da humanidade. Os primeiros relatos
vém da Mesopotamia, no ano de 2600 a.C. onde faziam uso de dleos de
cipreste, cedro e mirra, entre outros, que sao usados até hoje no tratamento da
tosse e febre proveniente de infecgbes e inflamagdes (CRAG E NEWMAN,
2005).

Outros registros encontrados nos papiros egipcios, o “Ebers Papirus”
(1500 a.C.), descrevem mais de 700 drogas baseadas em plantas, enquanto
Hipocrates (460-377 a.C.), o “Pai da Medicina”, sintetizou em sua obra, Corpus
Hippocraticum, conhecimentos médicos da época, associando um remédio
vegetal e o tratamento adequado, para cada enfermidade observada
(TOMAZZONI et al.,, 2006). Chineses e gregos também contribuiram com
descricbes e informacdes importantes baseadas no uso de plantas com
finalidade terapéutica, na alta idade média, listando drogas e prescrigdes

originadas de produtos naturais e de ervas medicinais (DIAS et al., 2012).

Em 2002 a OMS reconhece a importancia da medicina tradicional no
contexto atual e publica seu primeiro documento de estratégia global dada a
diversidade regional, a uma amplitude crescente na utilizacdo desta pratica,
incluindo a medicina complementar e alternativa, principalmente em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Este aumento na procura pela
medicina tradicional baseada em produtos naturais, observada pela OMS, foi
considerada preocupante em alguns aspectos, porque em muitos casos
verificou-se a total falta de controle sobre o uso dos mesmos ou sobre as
maneiras como esses produtos sao utilizados pela populagdo. Observou-se que
a utilizacdo de produtos naturais pressupunha “segurancga”, trazendo uma
impressdo equivocada a respeito da utilizacdo dos mesmos. Diante deste

cenario, viram a necessidade de elaborar as diretrizes do documento, visando
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seguranga, eficacia e qualidade, bem como facilitar o acesso e promover ouso
racional destes produtos (OMS, 2004).

Por definicdo da propria OMS, a medicina tradicional engloba
conhecimento, capacidades e praticas sustentadas nos saberes da populacao e
das diversas culturas, comprovadas ou nao, e que sejam utilizadas para a
manutencdo da saude, na prevengao, no diagnéstico e no tratamento dos
diversos tipos de doengas. (OMS, 2013).No Brasil, a principal forma de atencgéo
a saude aplicada a populacdo baseia-se na medicina convencional e o uso da
medicina tradicional € classificado como alternativo ou complementar.
Entretanto, em muitas ocasides a medicina convencional, a alopatia, pode falhar,
ou ainda trazer efeitos colaterais indesejados e n&o ser acessivel a todos
(RATES, 2001). Alguns estados e municipios brasileiros sofrem pela falta de
uma politica com assisténcia farmacéutica adequada, pois 0 que se observa em
muitos casos € uma incapacidade de fornecer medicacdo essencial a sua
populacdo. Neste contexto e amparados pela autonomia adquirida nos ultimos
anos, através da gestdo plena, muitos deles recorrem a programas de
assisténcia a saude, baseadas na fitoterapia com a intencdo de suprir estas

lacunas na atengao primaria a saude (SILVA et al., 2006).

Com o objetivo de conhecer, apoiar e incorporar experiéncias que ja
vinham sendo desenvolvidas na rede publica de alguns municipios envolvendo a
medicina tradicional, entre elas a homeopatia e a fitoterapia, o Ministério da
Saude (MS) implantou a Politica Nacional da Medicina Natural e Praticas
Complementares (PMNPC) no Sistema Unico de Saude (SUS) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2005). Reforcando a pratica da medicina tradicional como forma
acessivel de tratamento para doencas simples entre a populagao assistida na
rede publica, o MS publicou a Relagcdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS, 2009) visando estimular a
pesquisa de novos farmacos a partir das plantas relacionadas, para garantir o

uso das mesmas de forma segura e eficaz.
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Das 71 espécies indicadas, doze ja foram aprovadas pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para serem usadas como fitoterapicos
e estdo sendo distribuidas em 14 estados. Entre elas estao a Aloe vera (Babosa)
usada no tratamento de psoriase e queimaduras, a Mikania glomerata(Guaco)
com agao expectorante e broncodilatadora e a Uncaria tomentosa (Unha-de-
gato), indicada como anti-inflamatério e imunomodulador (PORTAL BRASIL,
2012). De alguma forma, este tipo de pratica médica motiva pesquisadores em
estudos envolvendo areas multidisciplinares, para que juntos possam agregar os
conhecimentos sobre esta ampla fonte de produtos médicos naturais, a flora
mundial (MACIEL et al., 2002).

4.4 Produtos Naturais na Descoberta de Novas Drogas

O uso popular de plantas medicinais tem sido descrito para as mais
variadas aplicagdes, de fins terapéuticos a rituais religiosos (RATES, 2001). No
Brasil, tem sua origem principal na cultura e tradicdo de indios brasileiros, de
africanos e europeus (SILVA et al., 2001), muitas vezes representando a unica
forma de terapia conhecida para determinadas comunidades (MACIEL et al.,
2002).

A comprovacao do potencial terapéutico de muitas destas plantas vem ao
encontro da sabedoria popular, pois através de pesquisas e estudos de produtos
de origem vegetal, utilizados com fins medicinais pela populagdo, pode-se
validar o uso dos mesmos como medicamentos. No entanto, estima-se que
menos de 15% da biodiversidade mundial tenha sido avaliada em seu potencial
bioativo (NEWMAN, CRAGG, 2005) reforgando a necessidade da pesquisa de
mais extratos de vegetais, pois existe um numero consideravel de produtos
naturais que permanecem disponiveis para investigagdo (COSTA-LOTUFO et
al., 2010). Estima-se que trés quartos desta biodiversidade esta concentrada em
17 paises, sendo o Brasil o primeiro da lista, com cerca de 22% de todas as
espécies biolégicas do mundo tendo, sé na Floresta Amazébnica, 55 mil espécies
de plantas (MARQUES, 2000).
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As plantas, do ponto de vista terapéutico, podem ser utilizadas das mais
variadas formas incluindo chas, extratos, tinturas, pés, ou mesmo passar por
processos de purificacdo para o isolamento de compostos de interesse. Estes
compostos podem ser ativos e utilizados como farmacos, ou ainda precursores
de semi-sintéticos ou sintetizados de forma a tornarem-se medicagdes com
atividade farmacoldgica bem definida como, por exemplo, a morfina (RATES,

2001), derivada da Papaver somniferum.

Segundo dados da OMS, cerca de 80% da populagdo, de paises em
desenvolvimento, recorrem ao uso da medicina tradicional e da medicina
complementar alternativa na atencéo primaria. Somado a isto, um levantamento
dos ultimos 30 anos, mostrou que aproximadamente 75% das novas drogas
anticancer reconhecidas entre pequenas moléculas nao-bioldgicas, séo
derivadas, direta ou indiretamente, de produtos naturais (NEWMAN E CRAGG,
2012).

Muitos destes produtos sdo metabdlitos secundarios de plantas, cujas
pesquisas revelaram a presenga de agentes anticancer, como por exemplo,
Cantharanthus roseus (vinblastina e vincristina utilizadas no tratamento de
leucemias, linfomas, cancer de testiculo e mama), Podophyllumsp(etoposide e
teniposide efetivos no tratamento de linfomas, cancer de testiculo e brénquico),
Camptothecaacuminate(topotecan usado no tratamento do cancer de ovario, e
carcinoma pulmonar de pequenas células), entre outras. Os compostos obtidos
destas plantas pertencem a classes reconhecidamente antitumorais, com acdes
que englobam a inibicdo da proliferacdo celular ou a inibicado da DNA
topoisomerase |, envolvida nas fungdes de replicagao e transcrigdo (NIRMALA et
al., 2011).

A escolha da planta a ser estudada pode ser feita de muitas formas,
incluindo uso tradicional, composicao quimica e selecéo aleatéria ou pode ainda
ser uma combinagao de critérios. Porém uma escolha minuciosa baseada na

observagdo do uso popular, a etnofarmacologia, € uma das maneiras mais
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utilizadas (RATES, 2001). Segundo este mesmo autor, obter informacgdes de
como a planta é utilizada dentro de um grupo étnico é fundamental, pois pode-se
identificar a melhor maneira de extracdo bem como as informagdes das

atividades farmacoldgicas e doses a serem testadas.
4.4.1 Metabdlitos secundarios e atividade biolégica

De maneira indireta, a utilizacdo de plantas na medicina popular, através
dos séculos, trouxe a comunidade cientifica um grande interesse em ampliar, de
forma multidisciplinar— através da etnobotanica, fitoquimica e farmacologia - os
conhecimentos sobre a flora mundial, sempre a procura de subsidios que
possam determinar ou nao a sua utilizagdo como “medicamento”’(MACIEL et al.
2002).

Observando o vasto percentual de plantas que ainda nao foram
cientificamente investigadas, ou sao desconhecidas,existe um importante
reservatorio de compostos a serem descobertos e que podem exercer atividade
farmacoldgica, inclusive podendo apresentar propriedades anticarcinogénicas. O
Brasil por deter quase um terco do total da flora mundial com grande
biodiversidade, dispbe de uma variedade de compostos fitoquimicos a serem
explorados(GRANATO et al. 2012),visto que até o momento apenas 0,4% desta
flora foi estudada do ponto de vista cientifico(GURIB-FAKIM 2006).

A analise fitoquimica, especificamente, promove a identificacdo e
avaliagdo dos constituintes quimicos e, ndo havendo prévio conhecimento
quimico sobre a espécie em estudo, esta analise torna-se importante para o
reconhecimento de classes de metabdlitos secundarios relevantes (SIMOES
etal. 2001), fundamentando-se no principio de que qualquer substancia
encontrada na planta pode ser um principio ativo em potencial, independente de
sua concentragao (CECHINEL FILHO E YUNES, 1998).

A prospeccéo fitoquimica pode estabelecer ligagdes importantes entre a

composicao do extrato e suas possiveis atividades farmacologicas. Entre as
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classes de metabdlitos secundarios presentes nas plantas pode-se citar
flavonoides e taninos (pertencentes a classe dos polifendis), cumarinas,

alcaloides, quinonas,saponinas, terpenoides, entre outros.

Os polifendis sdo muito estudados e relacionados a varias propriedades
bioldgicasja descritas, entre elas atividades antioxidante, cardioprotetora,
anticarcinogénica, podendo estar associados a efeitos preventivos do estresse
oxidativoem diversas patologias (DAl & MUMPER, 2010; A.-N. Li et al., 2014).
Sao citados por apresentar propriedades anti-inflamatérias tanto através da
inibicdo de fatores de transcricdo associados a inflamacdo, como o NF-k(,
quanto pelo bloqueio de vias mediadas por MAPK (DAl & MUMPER, 2010;
KARLSEN et al., 2007).

Creditam-se aos flavonoides, acdes antioxidantes potentes e um papel de
destaque na prevencdo de doencas, acobesanti-inflamatéria e citotdxica
(HARBONE E WILLIAMS, 2000; GOETTERT, 2010).Um estudo realizado por
Gafrikova et col. (2014) documentou um potente mecanismo quimiopreventivo
dos dois principais flavondides isolados de extratos da planta Armoracia
rusticana (Cruciferae), cujo efeito evitou danos, induzidos por agentes

oxidativos, ao DNA de linfécitos humanos.

Ainda no grupo dos polifendis, os taninos sdo compostos com capacidade
de formar precipitados com as proteinas, ligando-se por pontes de hidrogénio,
dando importante estabilidade a elas. Devido a esta propriedade, exercem uma
efeito antimicrobiana e antifungica(MONTEIRO et al., 2005).Aos taninos também
€ associado um efeito antisséptico, quando administrado via oral, e
“impermeabilizante”, protetor da pele, quando em uso topico. Estudos realizados
por Piwowarski e Kiss (2015), identificaram na Lythrumsalicaria L. (Lythraceae) a
presenca predominante de um tanino, o elagitanino, e confirmaram seu potencial
anti-inflamatodrio, protetor, em certas lesdes de pele e mucosa, com fundo
neutrofilico, através da inibicio da  hialuronidase, @ aumentando

consequentemente a permeabilidade vascular, favorecendo a cicatrizagcao e



37

justificando o uso desta planta de forma tépica pela medicina tradicional.Um
trabalho de Afaq et al. (2005) identificou a inibigdo da tumorigénese de cancer
de pele em modelos de ratos CD-1, através da modulagao de vias MAPK e NF-
KB por extrato de roma rico em tanino e antocianidina. Estudos mais recentes
com a mesma fruta,em cultura de células e em modelos murinos, mostraram a
relagcdo de seus componentes com efeitos antimetastaticos e efeitos de inibicdo
de crescimento e de angiogénese em tumores de prostata (WANG et al.,
2012;WANG & MARTINS-GREEN, 2014), bem como um efeito protetor contra o
cancer de célon (JAGANATHAN et al., 2014).

As cumarinas sao citadas na literatura, principalmente relacionadas a
efeitos anti-trombdticos, anti-inflamatérios e expectorante, tendo a Varfarina
(estrutura modificada da cumarina) sendo comercializada como um anti-
coagulante oral, inibidor da vitamina K, cujo papel é essencial na sintese de
fatores da cascata de coagulacdo(CZELUSNIAK et al., 2012; GURIB-FAKIM,
2006; SIQUEIRA et al., 2010). Além disso, outros estudos tém mostrado o efeito
anticarcinogénico das cumarinas, como relatado por Rufatto e colaboradores
(2013), com resultados evidenciando citotoxicidade seletiva em ensaios com
extratos etandlico e hexanico da Mikanialaevigatacontra células de linhagens
tumorais. Ou ainda a demonstracédo do efeito antiproliferativo da xantoxyletina,
um composto cumarinico isolado da Erythrina variegate, com efeitos inibitérios
(anticarcinogénicos) contra células do cancer gastrico, possivelmente
associados ao dano de DNA, apoptose e interrup¢ao do ciclo celular na fase
S(RASUL, et al., 2011).

Associam-se aindaas cumarinas e derivados cumarinicos atividades
inibitérias do crescimento de varias linhagens de tumores de mama, em modelos
in vivo(MUSA et al., 2008; MUSA et al., 2009; PANNO & GIORDANO, 2014).He
e colaboradores encontraram um novo composto cumarinico, isolado da Gerbera
anandria, o 8-methoxysmyrindiol, que demostrou potencial anticancer,
observando citotoxicidade contra varias linhagens celulares tumorais, humanas,

especialmente contra HepG2, de carcinoma hepatico (HE et al., 2014).
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O grupo dos alcaldides tem como exemplo notério os quimioterapicos,
vinblastina e vincristina, derivados da Cantharantus roseus, que age sobre a
inibicdo dos fusos mitéticos interrompendo a divisdo celular e o taxol, éster-
alcaldide derivado da Taxus brevifolia, cuja agao se da pela inibicdo da tubulina,
impedindo a agcdo dos micotubulos na divisao mitética(CRAGG; NEWMANN,
2005; ALMEIDA et al., 2005). O Pervilleine A, alcaldide isolado da raiz do
Erythroxylum pervillei Baill, apresentou citotoxicidade seletiva contra uma
linhagem de carcinoma epidermoide (KB-V1) resistente a varias drogas (MDR),
na presenca de vinblastina e em outras linhagens resistentes(BALUNAS;
KINGHORN, 2005; MI et al., 2001).Estudos avaliando os potenciais bioldgicos
de outros alcaléides como berberine, evodiamine, matrine, piperine,
sanguinarine, tetrandrine, entre outros, foram bem relatados no artigo de revisao
de Lu e colaboradores (2012)indicando evidéncias de modulagdo de multiplas
vias de sinalizagcdo, incluindo apoptose, quimioprevencao, antimetastase,
autofagia e outros e mostrando a necessidade mais pesquisas com estes

alcaldides, pois ha um grande caminho a ser explorado.

Outros metabdlitos secundarios queapresentam atividade bioldgica
diversa sao as quinonas, tendo sido atribuidas a elas, atividades antimicrobiana,
anti-inflamatéria e anti-tumoral. Koyama e colaboradores (2002),
examinaramduas quinonas isoladas da Cassia siamea, o emodin e a cassiamin
B, identificando efeitos inibidores da carcinogénese, em modelos de ratos. Outro
estudo realizado com emodin, componente ativo isolado da Rheum palmatum 1.,
mostrou a atuacéo antiproliferativa desta quinona em linhagem celular humana
CH27, de carcinoma de céulas escamosas do pulmé&o, associadas a indugao de
apoptose via ativagdo de caspases 3, 8, e 9 (LEE, 2001). Em um artigo mais
recente, emodin parece exercer efeito sensibilizador de células cancerosas aos
quimioterapicos, através do bloqueio de vias Her2/neu-PI3-AKT e através da

inibicao de fatores de transcricdo AP-1 e NF-k[3.

Outras quinonas derivadas de plantas aparecem como agentes

anticancer, entre elas a juglone, B-lapachol, plumbagin, shikonin e thymoquine,
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todas em processo de investigagdo, porém com varias atividades bioldgicas e
efeitos anti-cancer identificados, incluindo danos ao DNA, interrupcédo do ciclo
celular, indugdo da apoptose, supressdao da migragcdo de células cancerosas,
efeitos antimetastaticos, entre outros. O B-lapachol encontra-se em estudos de
fase clinica Il para seu uso em monoterapia ou terapia combinada com outras
drogas (LU et al., 2013).

De ocorréncia constitutiva em muitas espécies de plantas, as saponinas
apresentam propriedade bioldgicas importantes tanto em humanos, quanto em
outros animais, tendo sido relatados efeitos estimulantes do sistema
imunoldgico, efeitos no metabolismo do colesterol, atividade hipoglicémica,
efeitos neuroprotetores, antioxidantes e antifungicos,bem como propriedades

anticarcinogénicas, entre outros(FRANCIS, et al., 2002).

Na Medicina Tradicional Chinesa (MTC), o extrato conhecido como
Rhizoma paridis total saponin (RPTS) ou chong-lou, extraido de uma planta
chamada Paris polyphylla, é prescrito e utilizadoha séculos como “medicamento”
para uma série de doengas que incluem amigdalite, tuberculose, convulséo,
meningite, até tumores de diversas origens como cérebro, tratos respiratorio,
digestivo e urinario, pancreas e leucemia (CHENG et al., 2008). Alguns estudos
demonstraram os efeitos antitumorais do RPTS relatando aumento da
citotoxicidade de outros agentes terapéuticos possivelmente atuando na inibigdo
da expressdo génica de agentes relacionados a resisténcia terapéutica (ex.
Excision repair cross-complementing — ERCC1; Tymidylatesynthase- TS; class
Il B-tubulin e Tau) em células do cancer gastrico, in vitro, efeito anti-proliferativo
por indugdo da apoptose em adenocarcinoma pulmonar em murinos (in vivo) e
supressao, in vitro, do crescimento de células Hela, do cancer cervical humano
(LIU et al., 2011; MAN et al., 2009; ZHANG et al., 2014).

Os terpenoides constituem o maior grupo dentre os metabdlitos
secundarios vegetais (PASSOS, et al., 2009) e apresentam uma vasta relagéo

com atividades medicinais. O acido betulinico, por exemplo, € um terpeno
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isolado de varios géneros de plantas, tendo a Betula spp como maior fonte. Essa
substanciaapresenta citotoxicidade contra varias linhagens celulares tumorais,
importante atividadein vivo (modelo xenografico) em melanoma humano,
também mostrando evidéncia da reducao de crescimento in vitroe em modelos
animais, do cancer pancreatico, ou mesmo induzindo a apoptose em células
HelLa do cancer de colo uterino(CRAGG et al., 2014; L. LI et al., 2013; XU et al.,
2014).

Recentemente manifestou-se um interesse da comunidade cientifica por
novos compostos provenientes da Cannabis sativa, os fitocanabinoides,
particularmente o fitocanabinoide-terpenoide e suas interagdes sinérgicas no
tratamento de diversos males, de epilepsia a cancer, passando por infeccoes
fungicas e bacterianas, inflamagao e dor (RUSSO, 2011).Vérios estudos trazem
a luz da ciéncia resultados promissores com canabinoides no combate ao
cancer, entre 0s quais acao antimetastaticaatravés do aumento da expressao de
inibidores da matriz metaloproteinase, efeitos inibidores da angiogénese em
gliomas pela inibigdo do fator de crescimento vascular endotelial e evidéncia da
acao de endocanabinoides em células tumorais do cancer colorretal
(BLAZQUEZ et al., 2004; LIGRESTI et al., 2003; RAMER & HINZ, 2008).Todos,
no entanto, como qualquer candidato a medicamento, antitumoral ou nao,
devem ser amplamente pesquisados e muitos detalhes precisam ser

esclarecidos, assim como as vias de sinalizacao envolvidas.

4.5 Familia Myrtaceae

Os espécimes da familia Myrtaceaesao plantas que variam de lenhosas a
arbustivas, com folhas inteiras e flores brancas ou vermelhas, que possuem
distribuicao tropical (Américas) e em clima temperado (Australia) (SILVA, 2007).
Segundo dados da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA,
2014, texto digital), a familia apresenta mais de 4000 espécies, uma das maiores
da flora brasileira, muitas delas apresentando propriedades medicinais e

aproveitamento alimentar.
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Quimicamente a familia Myrtaceae é bastante diversa, caracterizando-se
pela producdo de taninos, sesquiterpenos, estilbenos e de flavonodides,
apresentando propriedades medicinais, sendo algumas atribuidas ao género
Calypthrantes (CERQUEIRA, 2002). Dois compéndios botanicos brasileiros
apresentaram um levantamento de cerca de 245 plantas, pertencentes a 98
familias diferentes, utilizadas com finalidade cosmética e farmacéutica no Brasil,
tendo 11 epécies da familiaMyrtaceae entre as mais citadas e relacionadas, em

geral, a propriedades adstringentes e anti-ulcerativas (BIAVATTI ET AL., 2007).

Segundo Cruz e Kaplan (2004), aspropriedades adstringentes da
Myrtaceae geralmente sao usadas em afecgdes gastrointestinais, hemorragia e
doencas infecciosas, sendo que as partes mais utilizadas sédo as folhas, cascas
e os frutos. No género Eucalyptus suas folhas séo utilizadas para chas no
tratamento de asma, bronquite, cistite, diabetes, entre outras. Como logdes, seu

uso € destinado a assepsia, com efeito desinfetante (CERQUEIRA, 2002).

A familiaMyrtaceae apresenta cerca de 129 géneros, muitos apresentam
propriedades biologicas diversas ja relatadas, incluindo aEugenia spp (anti-
pirético, anti-inflamatdrio, diurético, hipoglicemiante, antioxidante, anti-tumorais,
anti-diarreicos e antimicrobianas), a Myrciaria spp, como por exemplo a
Jaboticaba (Myrciaria cauliflora), rica em compostos fendlicos e com atividades
farmacoldgicas antioxidantes e anti-tumorais associadas a inibi¢do da expressao
do gene surviving (BIRC5), um membro da familia de proteinas inibidoras de
apoptose, ou ainda o género Syzygium, com propriedades antioxidantes e anti-
tumorais mostrando inibigdo do crescimento de células malignas da linhagem
Hep2 de cancer hepatico (ANNADURAI et al., 2012; AURICCHIO et al.,2007;
COLE, et al. 2007; SHAD et al., 2014; TALIB, 2011; VIANA, et al., 2012; W.
WANG et.al, 2014).

Soma-se a estes, o género Psidium, com relatos de atividades anti-
tumorais exibindo citotoxicidade contra células leucémicas Kasumi-1 e de cancer

de ovario, OV2008, e inducdo de atividade anticancer suprimindo a via de
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sinalizacdo AKT/mTOR/S6K1 relacionada a tumorigénese, angiogénese e
metastase, em células do cancer prostatico humano (LNCaP e PC3) (LEVY &
CARLEY, 2012; RYU ET AL., 2012).

4.5.1 Calyptranthes grandifolia

A C. grandifolia € uma planta da familia Myrtaceae, nativa do Rio Grande
do Sul, originaria da Mata Atlantica tendo como nomes populares cainga- branca
e guamirim (UFRGS, texto digital) (FIGURA 2).0 género Calyptranthes
apresenta cerca de 100 espécies diferentes, sendo 6 delas nativas aqui no Rio
Grande do Sul: a C.concinna DC., C.grandifolia O.Berg, C. lucida Martius ex DC,
C. pileata D.Legrand, C. rubella O.Berg e C. tricona D.Legrand (Limberger et al.,
2002).

Dentre as espécies pertencentes ao género Calyptranthes com
propriedades biologicas citadas na literatura, a C. pallens, que apresenta
predominancia de compostos terpenoides, mostrou citotoxicidade seletiva contra
Células tumorais do cancer prostatico humano (LNCap) e moderada
citotoxicidade contra outras linhagens tumorais de pulmao, mama e mucosa oral,
conforme o estudo feito por Echeverri-Lobo e colaboradores (2005). A C. tricona,
apresenta compostos isolados que possuem um importante componente
estrutural de interesse nos atuais modelos de estudos do desenvolvimento de
novas drogas anti-tumorais e anti-inflamatérias, o cromene, que mostra
facilidade de interacdo com receptores, varias atividades biologicas (anti-
tumorais, antimicrobianas, antioxidantes, inibidoras de TNF-a) com baixa
toxicidade relatada (MENUT et al., 2000; THOMAS & ZACHARIAH, 2013).

Sabe-se apenas informalmente sobre o uso popular da C.grandifoliaem
forma de chas ou infusdes, principalmente para afec¢des gastrointestinais e
inflamatorias. Apesar de ndo terem sido encontrados registros na
literaturacientifica especificamente associados a espécieC. grandifolia e suas

propriedades farmacoldgicas, outros géneros da familia Myrtaceae ja foram
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relatados com diversas aplicagdes ou potenciais terapéuticos, como descrito no

subtitulo acima, indicando um caminho a ser explorado dentro desta familia.

Figura 2 - Calyptranthes grandifolia O.Berg

Fonte: Flora Digital RS (2010).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Material Vegetal
5.1.1 Coleta e Identificagao

O material botanico (folhas) da C. grandifolia foi coletado do espécime no
entorno do municipio de Lajeado (RS). A exsicata do material, contendo caule,
folhas, flores e frutos, foidepositada no herbario do Centro Universitario
UNIVATES (local de armazenamento da exsicata), sendo que o mesmo foi
identificado pela botanica Profa. Dra. Elisete Maria de Freitas (UNIVATES,
Lajeado, RS).

5.1.2 Obtencao dos Extratos

Os extratos etandlico e hexanico da C. grandifolia foram preparados nos

Laboratorios de Quimica, do Centro Universitario Univates.

5.1.2.1 Extrato Hexanico



45

As folhas do espécime vegetal foram desidratadas, em estufa com ar
circulante, a 38°C por 24 horas. Utilizaram-se 100g de folhas secas para cada 1
L de extrato. As folhas foram submersasno hexano (Quimica Moderna), 99%, em
um frasco ambar em temperatura ambiente durante o periodo de 72 horas.
Apods, realizou-se a filtragdo a vacuo e o armazenamento do filtrado em frasco
ambar, que foi mantido em temperatura ambiente até o momento da remocgao do
solvente. A adicao do hexano as folhas da C. grandifolia e a filtragdo a vacuo
foram repetidas trés vezes, mantendo-se sempre as mesmas condicdes de

temperatura e periodo de extracao.

Decorrido o periodo de nove dias de extracdo, realizou-se a filtragcao a
vacuo e a remocao do solvente com o auxilio de um evaporador rotativo a 40°C
e 50 rpm. Ao final, o extrato obtido foi armazenado em frasco ambar
devidamente identificado e mantido sob refrigeragéo (4 + 1°C) até o momento da

realizacédo dos ensaios (VOGEL et al., 2011). Rendimento médio: 5,7 g.
5.1.2.2 Extrato Etandlico

As folhas da C. grandifolia (CG)foram desidratadas, em estufa com ar
circulante, a 38°C por 24 horas. Apds este periodo, foi realizada a maceracao
estatica (a frio) de 100g dos fragmentos das folhas em 1L de alcool etilico 90%,
sendo estes acondicionados em um frasco ambar e mantidos em temperatura
ambiente durante sete dias. Decorrido o periodo de extragdo, realizou-se a
filtracdo a vacuo e a remocdo do solvente com o auxilio de um evaporador
rotativo a 40°C e 50 rpm. O extrato obtido foi envasado em frasco &mbar
devidamente rotulado e mantido sob refrigeracdo (4 + 1°C) até o momento dos
ensaios (VOGEL et al., 2011). Rendimento médio: 20,0 g.

5.2 Linhagens Celulares

Foram utilizados macréfagos murinos da linhagem RAW264.7 e células
epiteliais de ovario de hamster chinés (CHO-K1) adquiridos do Banco de células

do Rio de Janeiro - BCRJ. Apds descongelamento as células foram mantidas em
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meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma), com adigdo de 0,006% de
penicilina e 0,01% estreptomicina suplementadas com 10% de soro fetal bovino
(SFB) a 37° C em atmosfera de 5% CO, e 90% umidade. As células foram
avaliadas diariamente através do auxilio de microscépio invertido (Labmed,

Alemanha) e sub-cultivadas a cada dois dias.
5.3 Fitoquimica

A metodologia empregada para a realizagdo desta avaliagao fitoquimica
foi adaptada a Simoes et al. (2004) e Silva et. al (2010).

5.3.1 Esteroides/Triterpenoides

Os testes foram realizados pela reagao de Lieberman-Burchard (anidrido
acético + acido sulfurico concentrado) onde extraiu-se 0,02 g do extrato em 2 mL
de agua e misturou-se a 2 mL de cloroférmio. Em seguida, filtrou-se a solugéo
cloroférmica gota a gota em funil com papel filtro (com papel coberto com uma
fina camada de Na;SO, anidro). Em tubo de ensaio, adicionou-se 1 mL de
anidrido acético, agitou-se suavemente e acrescentou-se cuidadosamente trés
gotas de acido sulfurico, novamente agitando, suavemente. A coloragdo azul
seqguida de verde indica a presengca de esteroides e triterpenoides

respectivamente.
5.3.2 Taninos

Em um tubo de ensaio contendo 0,02 g do extrato em 2 mL de agua
adicionou-se 3 gotas da solugdo alcodlica de FeCls, agitando fortemente,
observou-se a variacao de cor. Um precipitado de tonalidade azul indica a
presenca de taninos hidrolisaveis € um precipitado de cor verde indica a

presenca de taninos condensados.
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5.3.3 Flavonoides

Para este ensaio extraiu-se cerca de 0,04 g de cada extrato em
aproximadamente 10 mL de agua em banho-maria fervente por 30 minutos.
Esfriou-se, filtrou-se e extraiu-se duas vezes em funil de separacao utilizando 2
mL de n-butanol. Foi realizada a evaporagao da fracdo butandlica a secura em
capsula de porcelana e retornou-se o extrato em metanol (cerca de 2 mL).
Transferiu-se para um tubo de ensaio. Adicionou-se 100uL de acido cloridrico
concentrado ao tubo e apds 0,02 g de magnésio metalico. O desenvolvimento da

coloragcao amarelada indica a presencga de flavonoides.
5.3.4 Cumarinas

Aqueceu-se em tubo de ensaio ou becker cerca de 0,02 g dos extratos
em banho-maria fervente. O tubo ou becker foi tampado com papel filtro
previamente impregnado e seco com uma solu¢gdo metandlica de hidroxido de
potassio 5%. Apdés 10 minutos os papéis foram expostos a luz ultravioleta (UV)
de 365 nm. O desenvolvimento da fluorescéncia azul e amarela indica a

presenca de cumarinas volateis.
5.3.5 Alcaloides

Diluiu-se 0,2 g dos extratos vegetais em 4 mL de metanol em um becker.
Na sequéncia, adicionou-se em cada tudo 1 mL de acido cloridrico 10%. Os
mesmos foram aquecidos em banho-maria (40°C) durante 30 minutos. Apds o
resfriamento, filtrou-se e transferiu-se o conteudo para 4 tubos de ensaio, onde
foram adicionados, gota a gota, os reagentes de deteccdo: Mayer (lodo
mercurato de potassio), Dragendorff (lodo bismutato de potassio), Wagner (lodo
lodeto de potassio) e reagente de Bertrand (Acido silico-tungstico). O

aparecimento de um precipitado indica a presenca de alcaldides.
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5.3.6 Quinonas

Extraiu-se em banho-maria fervente durante 10 minutos 0,04 g do extrato
vegetal com 1 mL de hidroxido de potassio 5%. Apds resfriamento, filtrou-se o
extrato e acidificou-se com acido acético. Em seguida, extraiu-se com 1 mL de
tolueno em funil de separagdo. Separou-se em um becker a fase organica e
adicionou-se 500uL de solugao de hidréxido de potassio 3%. O desenvolvimento
de coloracao vermelha indica a presenca de antraquinonas, a coloragao violacea
indica a presenga de naftoquindides e o surgimento de coloragao azul indica a

presenca de benzoquindides.
5.3.7 Saponinas

Esta analise € baseada na propriedade das saponinas de formagao de
espuma apos agitagcao enérgica. Cerca de 0,1 g dos extratos vegetais foram
diluidos em 20 mL de agua destilada e levados a banho-maria fervente por 15
minutos. Em seguida a solugao foi filtrada e transferida para um tubo de ensaio.
O tubo foi agitado vigorosamente durante 15 segundos e a altura da coluna de
espuma formada foi medida com o auxilio de uma régua. O desenvolvimento de
espuma com altura superior a 1 cm e persisténcia da mesma apos repouso de

15 minutos e adigao de acido cloridrico a 10 % indica a presencga de saponinas.

5.4 Avaliagao do Potencial Citotéxico in vitro Através do Método de

Alamar Blue

O azul de Alamar ou resazurina (Invitrogen) é um indicador de 6xido
reducao e da fungdo mitocondrial. Células viaveis reduzem a resazurina (azul e

nao fluorescente) a resorufina (réoseo e altamente fluorescente).
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Para este ensaio, foram utilizadas células ndo metabolizadoras CHO, da
linhagem CHO-K1 (NAKAYAMA et al., 1997). Estas células foram plaqueadas
em densidade de 2x10* células/poco em placas de 96 pogos contendo 200 pL
de meio de cultura DMEM (Sigma-Aldrich) + Nutrient Mixture F-10 Ham (Ham’s
F-10), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), Adquirido da cultilab,
0,006% penicilina e 0,01% de sulfato de estreptomicina e foram incubadas
durante 5 horas (37°C, 5% CO,). Apos esse periodo, as células foram tratadas
com diferentes concentragbes da doxorrubicina(58, 5.8, 0.58 e 0.058 pg/mL),
utilizadas como controle positivo e com diferentes concentracbées de ambos os
extratos vegetais (200, 100, 50 e 25 yg/mL).Apds incubacgéo de 72h a 37°C, 5%
de CO,, os tratamentos foram desprezados e adicionou-se 200 pyL de solugao
10% de azul de Alamar em cada pogo. Apds 5 h procedeu-se a leitura de
absorbancia em 540 nm (estado oxidado) e 630 nm (estado reduzido) em leitor
de microplaca. Células em meio de cultura foram usadas como controle
negativo. O ensaio quantifica essa reducgdo, resultando em percentual de

viabilidade celular (RISS et al., 2003), conforme a equagéao abaixo:

% Redugéo = Abs 540 — (Abs 630 x Abs RO) x 100
onde:
Abs RO= AOO/ARO
AOQO = Abs do meio sozinho subtraido do meio com azul de Alamar em

540 nm.

ARO = Abs do meio sozinho subtraido do meio com azul de Alamar em

630 nm.Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
5.5 Atividade Antioxidante pelo Método de DPPH

A avaliacao da atividade antioxidante dos extratos etandlico e hexanico
da C. grandifolia foi realizada conforme o método descrito por Mensor et al.

(2001), com modificagbes. O método DPPH baseia-se na captura do radical
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DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por antioxidantes diminuindo a absorbéancia
(FIGURA 3).

*N-N(CeHs). NH-N(CgHs),
O:N NO; ON NO,
Antioxidante
NO, NO,
2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) 2,2-difenil- 1-picrilhidrazina (DPPH-H)
(violeta) (amarillo)

Figura 3 — Redugao do DPPH.
Fonte — G. Toro et al (2011).

Para o ensaio, foram preparadas, a partir da solucdo estoque da C.
grandifolia (1mg/mL), aliquotas dos extratos diluidos em alcool metilico até a
obtencao de concentragdes finais de 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 pg/mL, além
de 1,0 mL de solu¢cdo de DPPH (Sigma-Aldrich) a 0,004% em &lcool metilico. O
acido ascorbico (Sigma-Aldrich) foi utilizado como padrdo, nas mesmas
concentracdes dos extratos. Em temperatura ambiente, foi adicionado 1,0 mL da
solugdo do DPPH para cada 0,5 mL de amostra. O controle negativo foi
preparado com DPPH e metanol, nas quantidades de 1,0 mL e 0,5 mL,
respectivamente. Apos 30 minutos de incubagao, protegidas da luz, realizou-se
a leitura das amostras em comprimento de onda de 517 nm. Os experimentos
foram realizados em ftriplicata. O percentual de atividade antioxidante (AA%) de

cada concentracéo foi calculado através da seguinte férmula:

AA%= (Abs DPPH — Abs Amostra) x 100

Abs DPPH
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5.6 Anadlise da Liberagao da Citocina TNF-a em Macréfagos Murinos
RAW 264.7

Para esse ensaio, foram utilizados macréfagos murinos da linhagem RAW
264.7. As células foram cultivadas em estufa (37°C, 5% CO3) e posteriormente
foram tratadas com os extratos vegetais etandlico e hexanico em diferentes
concentragdes (200, 100, 50 e 25 pg/mL) e incubadas por 1 hora, a 37°C, na
presenca de 5% de CO,. Apds incubacédo, as mesmas foram estimuladas com
LPS (1 pg/ml) (MORI et al., 2000) e novamente incubadas, por 24h. Passadas
24 h de incubacgado, 0,4 mL do sobrenadante dessas células foi coletado e
estocado a — 80°C e utilizado para a quantificacido da liberacdo de citocinas
inflamatdérias TNF-a por kit de ELISA (e-Bioscience, USA), de acordo com as

instrucdes do fabricante.
5.7 Analise estatistica

Os dados foramsubmetidos a analise utilizando-se o método estatistico
de Analise de Variancia (ANOVA), seguido por pos-teste (Dunnett ouTuckey) e
teste t ndo pareado, executadas com software GraphPad Prism 6 (versao 6.0
GraphPad Software, Inc.), sendo adotados niveis de significancia de 95% (p<
0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 Fitoquimica

No extrato etandlico foram detectados, pela mudanga de coloragao, a
presenca de flavonoides e triterpenoides, e por formacdo de precipitado
identificou-se a presenca de taninos. Ainda, foram avaliadas a presenca de
alcaldides, cumarinas, quinonas e saponinas para o extrato etandlico, os quais
nao foram encontrados.Nao identificou-se a presenga de nenhum dos

constituintes fitoquimicos avaliados no extrato hexanico (TABELA 1).
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Tabela 1 — Avaliacdo Fitoquimica: constituintes fitoquimicos detectados nos

extratos etandlico e hexanico da C. grandifolia.

Compostos ExtratoEtandlico Extratohexanico
Flavonoides + -
Taninos + -
Esteroides/Terpenoides + -
Alcaloides - -
Cumarinas - -
Quinonas - -
Saponinas - -

6.2Potencial Citotéxico in vitro através do Método de Alamar Blue

A linhagem CHO-K1 foi utilizada para determinar a citotoxicidade dos
extratos das folhas da C. grandifolia, através do método de Alamar Blue,
utilizando o quimioterapico doxorrubicina como controle positivo. O controle
negativo (CN) foi representado apenas por células e meio. As respostas da
CHO-K1 frente as diferentes concentracbes de doxorrubicina e dos extratos
testadosestao apresentados nas figuras 4 e 5, respectivamente. Observa-se um
aumento na viabilidade celular, de modo dose-dependente,para doxorrubicina,
mantendo na concentragédo de 58 pg/mL uma viabilidade celular de 36.0+0.57 %
quando comparada a concentragdo de 0.0058ug/mL, onde esta aumenta para
68.5 £ 10.3 %.

O extrato etandlico ndo apresentou citotoxicidade consideravel e manteve
a viabilidade celular significativamente aumentada nas concentragcbes de
100pg/mL (68.0 £ 9.24 %), 50ug/mL(68.4 + 9.51 %) e 25ug/mL(68.9 + 10.7 %),
com pequena redugao observada apenas no extrato de 200 ug/mL (63.3 £ 5.83
%), em relacdo a doxorrubicina na concentracado de 58 yg/mL (FIGURA 4). De

forma semelhante, para oextrato hexanico, areducao da viabilidade celular, pode
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ser apenas observada na concentragao de 200 ug/ mL, mantendo 47.8 + 0.69 %
de viabilidade celularfrente a doxorrubicina na concentragédo de 58 ug/mL (36.0 +
0.57 %). Nas concentragbes de 100pg/mL (57.1 + 0.81 %), 50 pg/mL (59.3
0.54 %) e 25ug/mL (59.5 + 0.64 %) ndo se observaimportante alteracédo na
viabilidade celular, sendo que esta mantém-se aumentada de modo significativo
(p<0.05) em relagao ao controle positivo na maior concentragao (FIGURA 5). De
modo geral, observa-se uma reducdo na viabilidade quando comparado ao
padrao em sua menor concentracdo testada. Ainda pode-se verificar uma
pequena diminuicdo da viabilidade celular do extratos hexanico quando
comparado ao extrato etandlico frente as concentracdes de 0.058, 0.0058 e
0.00058 pg/mL. A viabilidade das células que nao receberam nenhum
tratamento (CN) foi de 87.7 £ 3.13 %.
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Figura 4 - Viabilidade das células CHO-K1 apds 72h de tratamento com extrato etandlico da C.
grandifolia em diferentes concentragées (200, 100, 50,25 pg/mL) em comparagdo com a
doxorrubicina (controle positivo) nas concentragées de 58, 5.8, 0.58 e 0.058 ug/mL. Valores
constituidos das médias trés experimentos independentes (+ E.P.M). ANOVA one-way, com pos-
teste de Dunnett(* p<0.05; *** p<0.0001)- Significativamente diferente do controle positivo na

concentragao de 58 pg/mL
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Figura 5 - Viabilidade das células CHO-K1 apds 72h de tratamento com extrato hexanico da C.
grandifolia em diferentes concentragdes (200, 100, 50, 25 pg/mL) em comparagédo com a
doxorrubicina (controle positivo) nas concentragées de 58, 5.8, 0.58 e 0.058 ug/mL. Valores
constituidos das médias trés experimentos independentes (+ E.P.M).ANOVA one-way, com pos-
teste de Dunnett. (* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001) — Significativamente diferente do controle

positivo na concentragao de 58 ug/mL.

6.3 Potencial Antioxidante dos Extratos Etanélico e Hexanico

A atividade antioxidante foi determinada pela capacidadedas substancias
antioxidantes presentes nos extratos vegetais em capturar o radical estavel
DPPH, levando-o ao estado reduzido, consequentemente diminuindo a sua
absorbancia. Nesta reacio, a solugao metandlica do DPPH, inicialmente violeta,
torna-se amarela. De acordo com os resultados obtidos, pode-se inferir que as

amostras testadas apresentam, ou n&o, potencial antioxidante. O extrato
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Hexanico ndo apresentou atividade antioxidante na maior concentragcao testada
(100 upg/mL). Dados nédo apresentados.A figura 6 mostra os resultados do
potencial antioxidante do extrato etandlico, em diferentes concentragdes (100,
50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 pg/mL), comparados ao controle positivo, o acido
ascorbico (100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 ug/mL).

O extrato, como o ac. Ascoérbico (AA), apresenta atividade antioxidante
dose dependente. Nas concentragdes de 100ug/mL e 50 yg/mL do AA e do
extrato etandlico ndo se observa perda no potencial antioxidante, somente na
concentracao de 25 ug/mL pode-se observar a diminui¢do deste potencial para o
extrato etandlico, sendo que a atividade reduz para 52.4 + 3.73 %, quando
comparado ao AA na mesma concentracdo 25 pg/mL (96.1 + 0.94 %). O
potencial antioxidante do AA (ICso 8.75 £ 0.16 ug/mL) quando comparado com o
do extrato (1C5021.32 £ 1.67 pg/mL) apresenta consideravel maior atividade,
porém deve-se considerar o AA como substancia quimica de alta pureza, sendo
o extrato um composto com varios constituintes presentes(FIGURA9). Deste
modo, considerando a concentragdo 6.25 ug/mL, préxima ao ICsp, observa-se
que em relagdo a este, as concentragdes de 100ug/mL (93.8 + 0.58 %),
50pg/mL (90.6 £ 2.94 % ), 25pug/mL (52.4 £ 3.73 %)ug/mL e 12.5ug/mL (26.8
1.36 %)do extrato etandlico, possuem significativa atividade antioxidante. As
concentragbes de 6.25 pg/mL (14.3 £ 2.43 %)e 3.12 pg/mL (6.5 £ 1.63 %),
apresentam diferencga significativa quando comparados a concentracédo de AAde
6.25 pg/mL (38.2 £ 2.99 %).



58

150~

100. *kk hkk *::* T

% Atividade Antioxidante
($,]
e

ATSNTANINENANA ANV N VAN
AVEITIIEIEITE AT

Pl 0,@ S, PN
\,?v?v?vy" Q’?y“" ‘\‘%wa
AN
Sp AL A
& CEP
ug/ mL

Figura 6 - Atividade antioxidante expressa pela porcentagem de sequestro de radicais DPPH (%
AA.) das diversas concentragdes da solugao padréo (acido ascérbico) e dos extratos etandlicos
da CG. Valores constituidos das médias trés experimentos independentes (+ E.P.M). ANOVA
one-way, com pos-teste de Dunnett (* p<0.05 ; ** p<0.01; *** p<0.001) — Significativamente

diferentes do controle positivo na concentragao de 6.25ug/mL
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Figura 7 -Avaliacdo da atividade antioxidante do extrato etandlico da C. grandifolia.
Representagéo da média de valores independentes do IC5qdo acido ascérbico (8.75 £0.16ug/mL)
e do extrato etandlico da C. grandifolia(21.32 £ 1.67ug/mL). Valores constituidos das médias trés

experimentos independentes (x E.P.M). ANOVA one-way, teste t ndo pareado ( ** p < 0.01)
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6.4 Avaliagao da liberagao do TNF-a em macréfagos RAW26.7

ativados por LPS através de ensaio colorimétrico ELISA

A citocina TNF-a foi quantificada no sobrenadante obtido da cultura
celular, apos tratamento com extratos etandlico e hexanico e estimulados com
LPS (1pug/mL) por 24 horas. A inibicdo da liberagdo do TNF-a foi
significativa(p<0.05) no extrato etandlico na concentragéo de 200 ug/mL (464.0 +
36.7 pg/mL) quanto comparada ao controle positivo (CP) LPS 1 pg/mL (1143.0 +
118.0 pg/mL) e também quando comparada a concentragcédo de 25 pg/mL (1272
+ 293pg/mL). As concentragbes de 100 pg/mL (1185 + 312 pg/mL), 50 ug/mL
(1179 £ 261pg/mL) e 25 ug/mL (1272 + 293 pg/mL) nao apresentaram diferenca
significativa em relagdo ao CP e nem entre si. O controle negativo (CN) (53.6 +
36.8 pg/mL) apresentou diferenca significativa quando comparado ao CP
(p<0.0001) e quando comparado as concentragcées de 100 ug/mL, 50 ug/mL e
25 pg/mL (p<0.001) (FIGURA 8).
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Figura 8 — Avaliagao da Inibigdo da citocina TNF-a apds tratamento com extrato etandlico, das
células RAW-264.7, estimuladas com LPS. As células foram tratadas com diferentes
concentragbes do extrato (200, 100, 50, e 25ug/mL) por 1h e apds estimuladas com LPS
(1pg/mL) por 24h. O CP representa as células estimuladas apenas com LPS e sem tratamento e
oCNrepresenta a produgao basal de citocina da célula, sem estimulo e sem tratamento. Valores
constituidos das médias experimentos independentes (+ E.P.M).ANOVA one way seguida de

pos-teste Tuckey. (*p<0.05).

O extrato hexanico, na concentragdo de 200 ug/mL (774.0 £ 50.4 pg/mL)
apresentou uma maior inibigcao frente a liberagao do TNF-a quando comparada
ao CP (1143 + 118 pg/mL) e as demais concentra¢des deste extrato, 100 ug/mL
(1385 + 365 pg/mL), 50 pg/mL (1392 £ 352 pg/mL) e 25 pyg/mL (1353 + 286
pg/mL) porém esta inibicdo nao apresentou significancia estatistica, como

observado para o extrato etandlico. Também nao houve diferenga significativa
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entre as concentragdes dos extratoshexanicos. O controle negativo (CN) (53.6 +
36.8 pg/mL) apresentou diferenca significativa quando comparado ao CP
(p<0.0001) e quando comparado as concentracbes de 200 pg/mL (p<0.005),
100 pg/mL, 50 ug/mL e 25 ug/mL (p<0.001)(FIGURA 9).
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Figura 9 — Avaliagao da Inibigdo da citocina TNF-a apds tratamento com extrato hexanico, das
células RAW-264.7, estimuladas com LPS. As células foram tratadas com diferentes
concentragbes do extrato (200, 100, 50, e 25ug/mL) por 1h e apds estimuladas com LPS
(1pg/mL) por 24h. O CP representa as células estimuladas apenas com LPS e sem tratamento e
oCNrepresenta a produgao basal de citocina da célula, sem estimulo e sem tratamento. Valores
constituidos das médias experimentos independentes (+ E.P.M). ANOVA one way seguida de

pos-teste Tuckey. (*p<0.05).
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7 DISCUSSAO

Para o desenvolvimento de uma nova droga, um longo caminho é
percorrido, em média o tempo necessario chega a 10 anos, com custos
milionarios e trabalho arduo para que os candidatos a drogas tenham qualidade
e quantidade suficientes para chegar a fase clinica (BALUNAS, KINGHORN,
2005). Estudos in vitro com produtos naturais, como os de origem vegetal, guiam
as etapas futuras do processo, por fornecerem dados importantes sobre seus
componentes bioativos e suas formas de acdo.Passos iniciais, efundamentais,
durante oprocesso, para a identificagdo de substancias ativas sao
imprescindiveis, e alguns estdo mencionados no presente estudo. A pesquisa
fitoquimica teve por objetivo conhecer e avaliar a presenga dos principais
constituintes quimicos da planta estudada, por ndo haver até o momento,
nenhum conhecimento farmacolégico sobreos extratos da espécie C. grandifolia,
apenas dados de literatura relacionados a composicao de 6leos essenciais, a
outras espécies ou a familia a qual pertence. Este estudo contribuiu para indicar
grupos de metabdlitos secundarios relevantes presentes nos extratos

analisados.
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Grande parte das prospecgdes fitoquimicas feitas com o género
Calyptranthes, descritos na literatura, deu-se pela analise de 6leos essenciais,
porém entre outros géneros desta familia, ha relatos de estudos com folhas,
galhos, frutos e raizes (CRUZ & KAPLAN, 2006; FIUZA et al., 2008; MULLER, et
al., 2012; MULYANINGSIH et al., 2010; VIEIRA & MARTINS, 2000).

A presenca de esteroides/terpenoides, no extrato etandlico da C.
grandifolia,identificada nesta pesquisa estd de acordo com o perfil quimico de
outras espécies de Calyptranthes e de membros da familia Myrtaceae, como ja
citados em outros trabalhos, incluindoC.pallens, C.tricona, C. spruceana,
Eucalypthus globuluse outras espécies de Eucalyptus(LOBO-ECHEVERRI et al.,
2005; MENUT et al., 2000; DA SILVA et al., 1984; MULYANINGSIH et al. 2010;
ELAISSI et al., 2012).Estes achados na composic¢éao fitoquimica da C. grandifolia
podem indicar um potencial farmacoldgico importante para esta planta, uma vez
que os terpenoides tem apresentado atividades farmacolégicas relatadas na
literatura. O Linalool, por exemplo, € um monoterpenoide encontrado
frequentemente em dleos essenciais e que pode ser extraido de varias plantas
aromaticas, o qual apresenta além de propriedades antimicrobianas, atividades
antitumorais associadas a efeitos citotoxicos indutores de apoptose e de
supressao do crescimento celular e atividades anti-inflamatérias em estudos in
vitro(CHANG ; SHEN, 2014; MAEDA et al., 2013).Maeda e colaboradores (2013)
testaram, em células RAW 264.7, os efeitos inibitérios do 6leo essencial
Kuramoji (Lindera umbellata) e seu principal composto, o monoterpeno linalool,
na producéao de oxido nitrico (NO) LPS-induzido e verificaram uma diminui¢cao da
producdo do NO de maneira dose-dependente. Neste mesmo estudo,
verificaram também efeitos inibitérios de IL-6 induzido por LPS e da expressao
de TNF- a, demonstrando efeitos anti-inflamatérios do 6leo, nesta linhagem
celular. O acido betulinico, citado anteriormente, no tépico dos terpenoides,
apresenta evidéncias de atividades anticAncer demonstradas em alguns
estudos, como a supressao da laminina B1, uma proteina envolvida na

progressao de tumor pancreatico ou através da indugédo da apoptose em células
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HelLa do cancer cervical (LI et al., 2013; XU et al., 2014).Frutos da CamuCamu
(Myrciariadubia), pertencente a familia dasMyrtaceaes,apresentam 98% de
terpenosemsuacomposi¢ao, mostrandoalém de atividadeantioxidante, atividade
anti-inflamatériae potencial anti-obesidade (LANGLEY et al., 2014).

Ainda no extrato etandlico, foram identificados flavondides e taninos, cuja
presenca esta igualmente caracterizada em outras plantas da mesma familia.O
Psidium guajava (guava) € uma planta da familia das Myrtaceaes que apresenta
grande valor na medicina tradicional, mostrando em sua composi¢do quimica,
flavonoides e taninos em grande quantidade (CHEN et al. 2009), associados a
efeitos terapéuticos, incluindo atividade anti-inflamatéria e analgésica (DENNY,
2013). Um estudo de Ryu e colaboradores (2012) com a fragdo hexanica das
folhas desta planta, identificou atividade anticancer associada nao so a atividade
apoptotica, mas também de supressao de alvos como AKT e MAPK, em células
de céancer de préstata humano (PC3).A avaliagao fitoquimica dos extratos das
folhas das espécies Eugenia uniflora e Eugenia dysenterica, ambas
pertencentes a esta familia, também mostrou polifendis, flavonoides e taninos,
sendo igualmente associados a acgbes terapéuticas anti-inflamatérias e
gastroprotetivas, com inibicdo da liberagao de HCI, que sé&o coerentes com o uso
na medicina tradicional, justificando sua utilizagao para esta finalidade (PRADO
et al., 2014; VIANA et al., 2012).Saponinas e alcaléides ndo foram identificados
nestes extratos, no entanto, ha referéncia da presenga de saponinas em extratos
dos galhos de Psidium guajava e das folhas de Eugenia uniflora, bem como da
presenca de alcaléides em extratos brutos das folhas de
Campomanesiaxanthocarpa, Myrciantespungense Psidium cattleyanum(FIUZA
et al., 2008; MALDANER & COELHO, 2011; SEKHAR et al., 2014).A presenca
de saponinas quando identificada na composicdo quimica das plantas também
mostra atividades anticarcinogénicas como indugdo de apoptose e acéao
antimetastatica (FRANCIS et al.,, 2002; MAN et al., 2009), assim como o0s
alcaloides(LU et al., 2012; SAFARZADEH et al., 2014; Y.-H. WANG et al., 2014).
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Os demais compostos, quinonas e cumarinas, ndao foram identificados
nestes ensaios e este resultado mostra-se compativel com outros perfis
fitoquimicos citados na literatura.A presenca de quinonas e cumarinas, podem
estar relacionados a atividade anti-inflamatéria, vasodilatadora, ou ainda
atividade anticarcinogénica (LU et al., 2013; RASUL et al., 2011; VITORINO et
al., 2013).0 extrato hexanico nao apresentou nenhum dos constituintes
fitoquimicos analisados, ao contrario de outros estudos na literatura que
identificam alguns dos compostos em extratos em outras plantas da familia
Myrtaceae, como a Psidium guajava, com evidencias de atuagado de polifendis
na supressao de genes anti-apoptéticos, e MAPK, ou mostrando potencial
citotoxico contra duas linhagens celulares de cancer de ovario (LEVY &
CARLEY, 2012; RYU et al., 2012). Segundo Souza e col.(2009) a qualidade das
plantas medicinais depende de muitas variaveis, que incluem diferencas entre as
espécies, clima, coleta, armazenamento e, também, processamento, o que

poderia justificar os resultados obtidos.

As analises fitoquimicas realizadas indicaram que a espécie vegetal
estudada possui classes de compostos que podem ser potencialmente ativos em
modelos bioldgicos e farmacoldgicos, mas ainda € necessario mais estudos para
melhor caracterizagdo dos compostos encontrados, sendo importante isolar os
constituintes fitoquimicos para identificar qual deles é o responsavel por

determinada atividade bioldgica.

A citotoxicidade, em geral, é avaliada com a finalidade de verificar o quao
seguras asdiferentes substancias podem ser, e em quais concentragbes essa
seguranga e citotoxicidade sao observadas, para que permaneg¢am na triagem
como candidatos a novas drogas. Ambos os extratos foramavaliados frente a
linhagem de célula epitelial CHO-K1, através do método de Alamar Blue,
utilizando como controle positivo o antineoplasico doxorrubicina, o qual interfere
no mecanismo de sobrevivéncia celular, especificamente durante a fase S da
divisdo celular, inibindo a sintese de DNA e RNA. Os resultados dos testes

efetuados nas células submetidas ao extrato hexanico, apresentaram reducgao
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da viabilidade celular, com valores mais proximos as concentracbes de
doxorrubicina de 58ug/mL e 0.58ug/mL, apenas na concentragao de 200 ug/mL
(ICs0 170.0 = 8.57 ug/mL).Provavelmente outros compostos, ou mesmo alguns
dos compostos avaliados neste estudo, podem estar presentes no extrato

Hexanico, entretanto podem nao ser detectaveis devido a baixa concentragao.

Um estudo publicado por Levy e colaboradores (2012),mostrou efeitos
citotoxicos dose-dependentes do extrato hexanico da Psidium guajava em
células leucémicas Kasumi-1, com ICsy determinado em 200 ug/mL, sendo este
um valor semelhante ao encontrado neste estudo. Apesar do autor ter
considerado que seu extrato apresentou atividade citotoxica significante, para o
INC, valores de ICspiguais ou maiores que 30 pg/mL ndo sédo considerados

potenciais candidatos ao desenvolvimento de drogas anticarcinogénicas.

Nenhuma das concentragdes do extrato etandlico testadas mostrou
reducao significativa da viabilidade celular, quando comparada ao controle
positivo. No entanto outras linhagens celulares podem ser testadas futuramente
na tentativa de identificar uma possivel citotoxicidade seletiva. Saleh e
colaboradores (2014), demonstraram que em baixa dosagem o 6leo essencial
da Artemisia vulgaris apresentou importante diminui¢ao da viabilidade celular em
linhagens de células cancerosas (leucemia mieldide e linfoide, hepatocarcinoma,
adenocarcinoma cervical, adenocarcinoma mamario e prostata) porém com

baixa citotoxicidade em células normais.

A atividade antioxidante expressa a capacidade dos compostos presentes
na planta em eliminar radicais livres, evitando o estresse oxidativo, causador de
danos celulares.Com a finalidade de avaliar a capacidade antioxidante dos
constituintes dos extratos da C.grandifolia foram feitas analises das solugdes
destes extratos com DPPH, cujos resultados indicaram atividade antioxidante
significativa no extrato etandlico da planta. Este resultado € compativel com
achados da literatura no que se refere ao potencial antioxidante encontrado nas

espécies da familiaMyrtaceae, como é o caso dos géneros Eugenia, Myrciaria,
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Syzygium e Psidium, a maioria com resultados apresentados a partir de
avaliagcbes com extratos alcodlicos ou aquosos (ANNADURAI et al., 2012;
FIGUEIROA et al., 2013; LATINA, 2013; STEWART et al., 2013; W. WANG et
al., 2014).Alguns estudos mostram que varios fatores podem interferir nos
resultados da avaliacdo da atividade antioxidante, o tipo de extracdo € um dos
fatores elencados (NANTITANON et al.,, 2010; TACHAKITTIRUNGROD et al.,
2007).0utra relagdo importante que é feita com a atividade antioxidante trata-se
da presenga de compostos fendlicos em sua composicdo fitoquimica. Como
citado anteriormente, o extrato etandlico da C. grandifolia indicou a presenga de
flavonoides e taninos, ambos relacionados a acbes protetivas, incluindo
atividade antioxidante, gastro, cardio e neuroprotetora, anti-inflamatoéria e
anticarcinogénica (GARCIA-LAFUENTE, et al. 2009; GRABACKA et al., 2014;
PRADO et al., 2014; SAEDI et al., 2014).

Muitos efeitos relacionados ao estresse oxidativo estdo envolvidos no
processo inflamatério, incluindo a produgdo de radicais livres por células
imunoldgicas. Os polifendis, presentes nas plantas, representam uma categoria
de compostos fitoquimicos muito importante, pela sua capacidade antioxidante.
No entanto, Li (2014)e colaboradores, em um artigo de revisdo, demostraram
que nos ultimos anos, o efeito protetivo dos polifendis vai além de seu potencial
antioxidante, mostrando atividade citotéxica, efeitos anti-idade, atividade
antimicrobiana, bem como indicios de interagdo com receptores celulares e vias
de sinalizacdo relacionadas a transdugdo. Serra e colaboradores (2014),
apresentaram um estudo indicando a modulagao, in vitro, do Resveratrol

limitando respostas inflamatérias através da inibicao da via JAK-STAT.

O TNF-a € uma importante citocina pro-inflamatdria cuja agéo nos tecidos
tumorais vem sendo muito estudada. Existem evidéncias de sua participagao na
regulacéo de processos de promogao e progressao tumoral e essa associagéao,
cancer-inflamacao € bastante atrativa no processo de pesquisa de novos alvos
terapéuticos (GERMANO et al.,, 2008; SZLOSAREK et al., 2006).0 nosso

trabalho apresentou diminuicdo da liberacdo de TNF-a na concentragao de 200
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Mg/mL em ambos os extratos, havendo diferencga significativa (p<0.05) apenas
no extrato etandlico, quando comparado ao controle positivo (LPS). Como
mencionado, ndo ha trabalhos na literatura cientifica que referenciem as
possiveis atividades farmacolégica atribuidas a espécie C. grandifolia. No que se
refere a sua familia, também foi infrutifera a pesquisa envolvendo géneros de
Myrtaceae e sua relagdo com a citocina TNF-a, inflamagdo e o cancer, a
excecgao de um trabalho de Denny e colaboradores, que identifica atividade anti-
inflamatdria e analgésica em bagaco (provenientes de restos industriais) da
goiaba (Psidium guajava), associando esses achados aos componentes
fendlicos principais presentes na planta, entre eles flavonoides. Entretanto varios
outros estudos mostram que outras espécies de plantas ja estdo sendo testadas
frente a citocinas, entre elas o TNF-a, com resultados promissores, havendo
evidéncias da supressao da inflamagao e do estresse oxidativo, com vias
envolvendo o TNF-a e a MAPK,ou de inibicdo da expressédo de receptores de
citocinas (ex. TNF-R) potencialmenteenvolvidosemmigragaocelular e
metastase(KIM, et al., 2012; TAN et al., 2011).
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8 CONCLUSAO

Esta pesquisa demonstra o potencial antioxidante, indicios de atividade
anti-inflamatéria da Calyptranthes grandifolia, bem como as principais classes
fitoquimicas presentes e responsaveis pelas atividades biolégicas descritas.A
pesquisa fitoquimica dos extrato indicou a presenca de polifendis, flavonoides e
taninos, bem como de esteroides/terpenoides, apenas no extrato etandlico.
Quanto a avaliagdo de citotoxicidade, ambos apresentaram baixa toxicidade,
nao sendo, segundo a literatura, candidatos promissores para o
desenvolvimento de novas drogas antitumorais, nessas condi¢gdes, no entanto
podem ser candidatos para o desenvolvimento de drogas anti-inflamatérias. O
extrato etandlico possui consideravel atividade antioxidante. A avaliagdo da
inibicdo do TNF-a apresentou melhor desempenho nos testes realizados com o
extrato etandlico, mostrando uma inibicdo significativa da secregcdo desta
citocina frente ao controle positivo. A baixa toxicidade evidenciada, associada a
presenca de flavonoides, taninos e esteroides/terpenoides, bem como a inibicdo
do TNF- a podem justificar o uso etnofarmacoldgico desta planta, para o alivio
de sintomas inflamatdrios. Ha que se considerar que mais estudos, com
diversificacao de linhagens celulares e novas formas de extragdo, bem como
pesquisas envolvendo outras partes da planta, como frutos, casca e raiz, podem
mudar esse contexto. Novos alvos, novas biomoléculas, novas hipoteses

poderao surgir a partir de pesquisas como esta.
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