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PROLOGO

O presente trabalho de pesquisa é a continuacdo do estudo com a planta
Caseria sylvestris, o qual foi iniciado com nossa Dissertacdo de Mestrado, intitulada
“Avaliacdo dos possiveis efeitos toxicos do extrato fluido de Casearia sylvestris, em
ratos Wistar”.

No estudo anterior foi possivel obter importantes dados relativos aos efeitos
da administracdo aguda (2000mg/kg, dose Unica) e prolongada, por via oral, do
extrato fluido, da planta, em 3 doses: 60, 120 e 240mg/kg durante um periodo de 30
e 90 dias. Além disso, foi também objetivo realizar estudos preliminares de
imunotoxicidade. Os resultados desta pesquisa mostraram que o extrato fluido da C.
sylvestris ndo produziu nenhum sinal de toxicidade sistémica ou efeitos adversos
nas doses testadas, bem como, ndo foram detectadas qualquer alteracdo no sistema
imune, sugerindo que o uso da C. sylvestris € seguro mesmo quando administrada
em doses elevadas e de maneira prolongada. Vale ressaltar que este tipo de estudo
nao havia sido relatado na literatura.

Visa-se agora verticalizar esta pesquisa, investigando os efeitos da C.
sylvestris no estresse oxidativo, na atividade enzima do complexo citocromo P450,
bem como aprofundar o estudo fitoquimico, procurando-se determinar qual(is)
seria(m) o(s) composto(s) ativo(s) relacionado(s) a atividade terapéutica antitlcera.
Adicionalmente, foi realizado um estudo inicial (screening) do potencial antitumoral
da “guacatonga”.

Cabe ressaltar que esta pesquisa, foi realizada de forma multidisciplinar, com
a colaboracéo de quatro grupos externos de pesquisa:

. Prof. Dra. Karin Argenti Simon - Instituto de Ciéncias Ambientais, Quimicas e
Farmacéuticas, Laboratério Multidisciplinar em Saude e Meio Ambiente — UNIFESP,
Campus Diadema. Colaboracédo na pesquisa sobre efeitos no estresse oxidativo e
complexo enziméatico citocromo P450.

. Prof. Dr. Guillermo Schmeda Hirschmann - Instituto de Quimica de Recursos
Naturales, Laboratorio de Quimica de Productos Naturales, Universidad de Talca,
Chile. Colaboracao no estudo fitoquimico do extrato fluido de C. sylvestris.

. Prof. Dr. Valdir Cechinel Filho - Universidade do Vale do Itajai (UNIVALI),

Laboratério de Fitoquimica (Ciéncias Farmacéuticas). Colaboracdo no estudo



fitoquimico do extrato metandlico e fracbes de C. sylvestris e investigacdo atividade
antitlcera.

. Prof. Dr. José M. Padron - BiolLab, Instituto Universitario de Bio-Orgéanica
“Antonio Gonzalez” - Universidad de La Laguna, Tenerife, Espanha. Colaborador do
doutorado sanduiche com o projeto de avaliacdo dos efeitos citotoxicos de extratos
de C. sylvestris — Screening do potencial antitumoral; e Prof. Dr. Ignacio Antonio
Jiménez Diaz (Departamento de Quimica Organica, Instituto Universitario de Bio-

Organica “Antonio Gonzalez” - Universidad de La Laguna).
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RESUMO

AMENI, A. Z. Estudo do extrato fluido de  Casearia sylvestris : constituintes
quimicos, potencial terapéutico e interagdes medicamentosas. [Study of the fluid
extract of Casearia sylvestris: chemical compounds, therapeutic potential and drug-
interactions]. 2015. 103 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2015.

A planta Casearia sylvestris é catalogada como planta medicinal de interesse ao
SUS, indicada para o tratamento de gastrite e como cicatrizante, para ser utilizada
na forma de infusdo ou compressas. Assim, foi objetivo deste estudo avaliar o
potencial terapéutico antiulcerogénico do extrato fluido (EF), extrato metandlico (EM)
e fragdo diclorometano (FDM), pelo modelo de inducdo de uUlcera por etanol-
acidificado. Realizou-se também a andlise fitoquimica objetivando identificar os
compostos ativos presentes nos extratos, através de técnicas de cromatografia,
espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear. Os resultados obtidos
mostraram que tanto o EF, quanto o EM e FDM foram eficazes na prevencdo de
Ulceras gastricas. Além disso, foram avaliados os possiveis efeitos do EF no
estresse oxidativo hepatico e na inducdo ou inibicAo do complexo enzimatico
citocromo P450. Os resultados obtidos mostraram alteracdo apenas do ciclo-redox
da glutationa com a razdo GHS/GSSG diminuida nos animais tratados, sugerindo
gue deve ser ter cautela ao utiliza-lo concomitantemente a medicamentos pelo risco
de interacbes medicamentosas. Adicionalmente, foi realizado um estudo preliminar
do potencial antitumoral do EM e fracbes através de ensaio bioguiado de
citoxicidade (ensaio sulforrodamina B), no qual foi observado pronunciada atividade
citotéxica (IC50 < 5ug/ml) em diferentes linhagens tumorais. A andlise fitoquimica
identificou flavondides (quercetina, rutina, kaempferol) e terpenos (espatulenol,
diterpeno clerodanico). Portanto, pode-se sugerir que o0s efeitos terapéuticos

ocorrem da sinergia destes principios ativos.

Palavras-chave: Casearia sylvestris. Atividade anti-Ulcera. Estudo fitoquimico.

Estresse oxidativo. Citocromo P450. Atividade anti-tumoral.



ABSTRACT

AMENI, A. Z. Study of fluid extract of Casearia sylvestris : chemical coumpounds,
potential therapeutic and drug-interactions. [Estudo do extrato fluido de Casearia
sylvestris:  constituintes  quimicos, potencial terapéutico e interacdes
medicamentosas]. 2015. 103 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2015.

The Casearia sylvestris plant is cataloged as a medicinal plant of interest to the
Unified Health System in Brazil indicated for the treatment of gastritis and healing, to
be used in the form of infusion or compresses. Thus, the aim of this study was to
evaluate the antiulcerogenic therapeutic potential of fluid extract (EF), methanol
extract (EM) and dichloromethane fraction (FDM) on ethanol/HCI induced gastric
model ulcer. The results obtained showed that EF, as EM and FDM, have been
effective in preventing gastric ulcers. Also, a phytochemical analysis by
chromatographic techniques, mass spectrometry and nuclear magnetic resonance
was carried out to identify the active constituents present in the extracts. Moreover
the possible effects of EF on hepatic oxidative stress and on induction or inhibition of
cytochrome P450 enzime complex were evaluated. The results obtained showed
only an alteration on the redox-cycle of glutathione with the GHS/GSSG ratio
decreased in treated animals, suggesting caution in the use of EF concomitantly with
other drugs as there might be a risk of drug interactions. In addition, a preliminary
study was carried out to evaluate through bio-guided citotocixity assay
(sulfornodamine B) the antitumor potential of the EM and fractions, in which
pronounced cytotoxic activity was observed (IC50 < 5ug/ml) in different tumor cell
lines. Therefore, it can be suggested that the therapeutic effects occur in
consequence of the synergy of these active ingredients.

Keywords: Casearia sylvestris. Antiulcer activity. Phytochemical study. Oxidative

stress. P450 cytochrome. Antitumor activity.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo da natureza para fins terapéuticos € tdo antiga quanto a
civiizagdo humana e, por muito tempo, produtos minerais, de plantas e animais
foram fundamentais para a saude. Estima-se que pelo menos 25% dos
medicamentos atuais sao oriundos diretamente ou indiretamente de plantas
medicinais, e em alguns casos como na terapia do cancer, esta percentagem pode
chegar aos 60% (BRASIL, 2012).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considera o uso de plantas
medicinais de fundamental importancia na atencéo farmacéutica, uma vez que 70 a
95% da populagdo, principalmente em paises em desenvolvimento, utiliza este
recurso terapéutico na atengao primaria a saude, geralmente utilizadas na forma de
chas, decoccbes e compressas ou em formulagdes farmacéuticas como tinturas e
medicamentos fitoterapicos padronizados (WHO, 2011). No Brasil, dados do
Ministério da Saude (MS), mostram que cerca de 82% da populacdo faz uso de
produtos a base de plantas medicinais orientados através do conhecimento
tradicional (indigena, quilombola, entre outros povos) ou pelo uso popular de
transmissao oral entre geracdes como também através de sistemas oficiais de saude
sob prescricdo médica (RODRIGUES; DE SIMONI, 2010).

O MS seguindo diretrizes propostas pela OMS para estimular o
desenvolvimento de politicas publicas, com a finalidade de inserir a medicina
tradicional no sistema oficial de saude do Brasil estabeleceu, no ano de 2006, a
“Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos” a qual traz como objetivo
garantir a populacdo brasileira 0 acesso seguro e o0 uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos bem como promover 0 uso sustentavel da biodiversidade e
incentivar o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional.
(RODRIGUES; SANTOS; AMARAL, 2006). Assim, no ano de 2008, o MS institui o
“Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos” o qual tem como um de
seus objetivos inserir 0 uso de plantas medicinais, fitoterapicos e servigos
relacionados a Fitoterapia, no Sistema Unico de Saude (SUS). Para tal, no ano de
2009, divulgou uma relacdo com 71 plantas, a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), a qual é constituida de espécies
vegetais com potencial de gerar produtos de interesse ao SUS e ao MS (BRASIL,
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2006). Ainda, a RENISUS, visa subsidiar o desenvolvimento de toda cadeia
produtiva relacionada com a regulamentagdo, cultivo, manejo, producéao,
comercializacao e dispensacédo de plantas medicinais e fitoterapicos e tem tambéem
a funcdo de orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a elaboracédo da
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos (RENAFITO) (BRASIL,
2012). Dentre as espécies escolhidas com potencial terapéutico, encontramos a
Casearia sylvestris.

No Brasil, o uso desta planta com fins terapéuticos € descrito desde a
publicacdo da 1°Farmacopéia Brasileira (1926) e até hoje, diversas propostas de
atividade terapéutica vém sendo estudadas pela comunidade cientifica. As folhas da
C. sylvestris sdo a parte mais utilizada, destacando-se as indicagOes terapéuticas
mais populares: antiofidica, antitérmica, cicatrizante, antinflamatéria e no tratamento
de Ulceras e gastrites. Outros usos da planta, como antiviral (Herpes simplex),
antifingico, antimicrobiano, antioxidantes e antitumoral também s&o descritos
(FERREIRA et al., 2011). Atualmente, o uso interno, desta planta, é indicado para o
tratamento de dispepsia, gastrite e halitose e o uso tépico para dores e lesdes, além
disso, é indicado como antisséptico e cicatrizante, para ser utilizado na forma de
infusdo ou compressas e apresenta adverténcia somente para 0 uso em gestantes
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 52 edi¢&o, 2011).
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2 REVISAO DA LITERATURA

Nesta secdo serd apresentado o estado da arte da pesquisa sobre a C.

sylvestris e no¢des basicas sobre o estudo fitoquimico de extratos vegetais.

2.1 SOBRE A Casearia sylvestris

A Casearia sylvestris Sw. é uma planta da familia das Salicaceae (SOLTIS et
al., 2000) (Figura 1). Ocorre naturalmente em todo o territorio brasileiro podendo ser
encontrada também em outros paises da América do Sul e Central e dependendo da
regido, recebe nomes populares diferentes como, por exemplo, guacatonga e herva
de bugre nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sao Paulo, café-bravo no
Ceara e Parana ou ainda, cusé na Bolivia, sarnilha em Cuba e cafecillo cimarron e
hierba de burro no Paraguai (CARVALHO, 2007).

Segundo Torres e Yamamoto (1986, p. 239) botanicamente é caracterizada
por:

Subarbusto a arvore com 1,5-10,0(-15,0) m de altura. Ramos com
extremidade glabra a pubescente, lenticelas esparsas a numerosas. Folhas
geralmente maduras, as vezes jovens na floracdo; oblongas, elipticas ou
ovadooblongas; base atenuada, simétrica a assimétrica; cerca de (4,0-)5,0-
12,0(-14,0)x(1,0-)2,0-3,5(-4,0) cm; membranaceas a papiraceas; totalmente
glabras, exceto, as vezes, a nervura central em uma ou ambas as faces;
pontuacdestransparentes, pequenas, numerosas, distribuidas por toda a
lamina; margem levemente glandular-serrulada a serrada; venacdo nunca
subtriplinérvea, imersa, inconspicua a conspicua na face superior,
inconspicua a proeminente na face inferior; peciolo glabro a pubescente,
cerca de 0,5-0,6 cm de comprimento; estipulas caducas. Fasciculo séssil,
cerca de 24-40 flores por inflorescéncia; bractéolas pequenas,
escamiformes, na base dos pedicelos; pedicelo com cerca de 2,0-6,0 mm
de comprimento, articulado quase na metade de seu comprimento, glabro a
pubescente. Botdo floral globdide; sépalas 5, levemente unidas na base,
internamente glabras, externamente glabras a pubescentes, oblongas, com
cerca de 4,0x2,0 mm. Estames (8-9-)10(-11-14); filetes glabros a sericeos,
alternadamente cerca de 0,8 e 1,0 mm de comprimento; conectivo com
glandula apical glabra. Lobos do disco sericeos a tomentosos, com cerca de
0,5-1,0 mm de comprimento. Ovario ovoide, glabro a sericeo na porcao
superior, estilete com (raramente 2-) 3 ramos na extremidade, estigmas
(raramente 2-) 3, capitados. Capsula ovéide, com cerca de 5,0 mm de
didametro, vermelha, cdlice persistente; sementes 1-7, glabras, testa
foveolada, arilo amarelo, pegajoso.
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Fonte: (AMENI, 2015)

Em relacdo aos estudos fitoquimicos da C. sylvestris, os metabolitos
secundarios isolados e identificados, até o momento incluem monoterpenos e
sesquiterpenos (SOUSA et al., 2007), nor-isoprendides (WANG et al., 2009)
triterpenos, lapachol, acidos cafeico, clorogénico e vanilico, flavondides (RASLAN et
al., 2002) neoligninas (WANG et al., 2010), acido elagico e derivados de acido galico
(DA SILVA et al., 2008a), Oleos essenciais como b-cariofileno, biciclogermacreno, a-
humulene, germacrene B (ROZZA; PELLIZZON, 2013) entre outros. Ainda sao
descritos mais de 30 diterpenos clerodanicos isolados de C. sylvestris, dentre eles:
as casearinas A-X, a caseargrewiina F, as casearvestrinas A-C entre outros
(ITOKAWA et al.,, 1990; MORITA et al., 1991; DE CARVALHO et al., 1998;
OBERLIES et al., 2002; WANG et al., 2009; SANTOS et al., 2010).

A acao antiulcerogénica, dos extratos etandlico e hidroalcodlico das folhas de
C. sylvestris, foi previamente avaliada em ratos Wistar, por meio de lesdo gastrica
aguda produzida por estresse e de lesdo gastrica cronica, provocada por acido
acético. Os resultados demonstraram que o0 extrato protegeu a mucosa do
estbmago, sem alterar o pH estomacal e a secre¢cdo de acido cloridrico,
apresentando a vantagem em relagédo aos medicamentos cimetidina e misoprostol,
comumente empregados na clinica para o tratamento da Ulcera gastrica (BASILE et
al., 1990; SERTIE; CARVALHO; PANIZZA, 2000). O 6leo essencial desta planta
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também mostrou efeito citoprotetor em modelo Ulcera por estresse (125mg/kg)
(ROZZA; PELLIZZON, 2013).

Os estudos sobre a atividade antitumoral da C. sylvestris tiveram inicio na
década de 80 quando pesquisadores japoneses isolaram e identificaram os
diterpenos clerdédanicos (ITOKAWA et al., 1988; ITOKAWA et al., 1990; MORITA et
al., 1991). Esses compostos apresentaram potencial de atividade antitumoral em
diversas linhagens tumorais, destacando possivel seletividade citotoxica, o qual,
provavelmente estaria relacionado a variagdes no esqueleto basico do diterpeno
(FERREIRA et al., 2010). Desde entdo, diversos estudos dos compostos quimicos
do género Casearia vem sendo conduzidos, com o intuito de buscar agentes
quimioterapicos efetivos (BEUTLER et al., 2000).

Sobre atividade anti-inflamatéria, sdo descritos efeitos analgésico e anti-
inflamatorio dos extratos aquosos de folhas e cascas, os quais foram avaliados pelo
namero de contor¢cdes abdominais e modelos de difusdo do azul de Evans na
cavidade abdominal e edema de pata em camundongos (RUPPELT; GONCALVES;
PEREIRA, 1990). O extrato hidroalcodlico de suas folhas também mostrou atividade
anti-inflamatdria em modelo utilizando o método de difusdo de azul de Evans em
ratos (SILVA; ALMEIDA; SOUSA, 2004). Camargo et al. (1996) observaram a
propriedade anti-inflamatéria do extrato hidroalcodlico em lesdo subcutdnea em
camundongos, observando reducéo da fase aguda do processo inflamatério seguida
de intensificacdo e prolongamento da fase regenerativa da lesdo. Outro estudo
conduzido por Albano et al. (2013) demonstrou que o extrato hidroalcodlico possui
atividade antioxidante e anti-inflamatéria em modelos de edema de pata e pleuresia
induzida por carreagenina, sugerindo mecanismo de acgdo compativeis com
antinflamatérios nédo esteroidais, mostrando diminuicdo de células migratorias e
atividade de enzimas relacionadas ao processo de inflamacao aguda.

Quanto ao uso da guagatonga para o tratamento da herpes labial, Cury (2005)
avaliou em humanos a eficacia de cremes a base de tintura desta planta a 10% em
lesbes herpéticas, comparando com creme do antiretroviral, penciclovir a 1%, num
estudo duplo-cego, e verificou que o creme oriundo da planta induziu a cicatrizacao
num periodo de tempo significantemente menor do que o creme de penciclovir.

A atividade antiofidica do extrato aquoso das folhas de C. sylvestris foi
avaliada em ensaios farmacoldgicos realizados in vitro e in vivo, e mostrou que este

extrato inibiu as atividades hemolitica, anticoagulante, miotoxica, a inducdo de
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edema de pata, além de diminuir a letalidade, produzidas pelo veneno de cobras dos
géneros Bothrops, Crotalus e Lachesia (BORGES et al., 2000; RASLAN et al., 2002;
OSHIMA-FRANCO et al., 2005; CAVALCANTE et al., 2007).

Ainda, é descrito na literatura a acdo contra fungos: Aspergilus niger,
Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Candida tropicalis (DE CARVALHO et
al., 1998; OBERLIES et al.,, 2002; DA SILVA et al.,, 2008b) e bactérias: Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Staphyloccoccus aureus, Enterococcus faecalis, Salmonella
enteriditis (MOSADDIK et al., 2004). Outros estudos demonstram ainda que
espécies do género Casearia possuem acdo antiprotozoaria contra a forma
epimastigota de Trypanossoma cruzi e larvas de Aedes aegypti (DE MESQUITA et
al., 2005; RODRIGUES et al., 2006).

Schoenfelder et al. (2008) mostraram que o extrato metandlico de folhas
apresentam atividade antilipidémica, diminuindo o nivel de triglicerideos e lipases.
Resultados semelhantes foram encontrados na pesquisa conduzida por Werle et al.
(2009) e Ameni (2011) os quais mostraram que a administracdo do extrato
hidroalcodlico de C. sylvestris, em ratos, promoveu diminuicdo dos niveis de
triglicerideos sanguineos, quando comparados aos animais controles.

Diante dos dados citados anteriormente verifica-se que diferentes extratos
desta planta foram estudados e apresentam diversas propriedades terapéuticas.
Além disso, verifica-se que embora alguns compostos quimicos ja tenham sido
isolados da planta, até 0 momento ndo existem dados sobre quais os componentes
guimicos seriam 0s responsaveis por tais atividades (FERREIRA et al., 2011). Dessa
forma, justifica-se plenamente que futuras pesquisas sobre compostos bioldgicos
ativos sejam realizadas, permitindo, assim, melhor compreensdo dos seus efeitos
biolégicos.

Em relagcdo a informagdes sobre a toxicidade desta planta, os dados de
literatura ainda sao insuficientes para validar o uso racional e nortear o
desenvolvimento de medicamentos & base desse fitoterapico (ARAUJO et. al.,
2014).

Em estudo prévio, realizado neste laboratorio, verificou-se que o extrato fluido
de C. sylvestris ndo causou efeitos toxicos quando administrado em dose Unica
2000mg/kg no estudo de toxicidade aguda. Além disso ndo mostrou efeitos
sistémicos de toxicidade ou efeitos imunotoxicos nos estudos em doses repetidas
por 28 e 90 dias (60,120 e 240mg/kg) (AMENI, 2011). Estes dados obtidos
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corroboram os estudos anteriores, nos quais mostraram também baixa toxicidade
aguda da planta (DL50 = 1790mg/kg via intraperitonial em camundongos e DL50 =
1840mg/kg via oral em ratos) (SILVA et al., 1988; BASILE et al., 1990).

O potencial genotéxico do extrato etandlico das folhas de C. sylvestris foi
avaliado por Maistro et al. (2004) empregando-se o “teste do cometa”, que avalia a
lesdo e o reparo do DNA, verificando-se que este extrato ndo apresentou efeitos
genotoxicos. Da mesma forma, De Oliveira et al. (2009) demonstraram, utilizando-se
o teste do micronucleo (MN) e do cometa, que o extrato etandlico da planta, também
preveniu lesdo no DNA induzida pela ciclofosfamida, quando empregado em baixas
concentragdes, contudo, vale ressaltar que em altas concentracdes este extrato

promoveu dano no DNA.

2.2 NOGCOES BASICAS SOBRE O ESTUDO FITOQUIMICO DE EXTRATOS
VEGETAIS

A determinagcdo dos principios ativos responsaveis pela atividade
farmacoldgica ou o estabelecimento de marcadores quimicos é de fundamental
importancia para o desenvolvimento, a padronizacdo e o controle de qualidade de
fitoterapicos. O conhecimento dos principios ativos também contribui para o
estabelecimento do mecanismo de acdo (farmacoldgico e toxicologico), da relacao
estrutura-atividade e servem de modelos para a sintese ou semi-sintese de
farmacos (CALIXTO, 2000).

Klein et al. (2010) destacam que o uso de fitoterapicos € uma tendéncia
atualmente observada na assisténcia a saude da populacdo, sendo indispenséavel a
padronizacdo da manufatura de fitoterapicos para doses uniformes, atendendo aos
critérios de qualidade inerentes aos medicamentos, representando um importante
pré-requisito para assegurar a constancia dos efeitos terapéuticos e seguranca do
usuério.

Para a obtencdo de principios ativos de plantas, sédo realizados diversos
procedimentos nas etapas de separacdo e purificacdo: fracionamento, técnicas
cromatograficas e técnicas para elucidacao estrutural, conforme ilustrado na figura 2,

havendo assim a necessidade de um trabalho em colaboracdo amplo entre quimicos
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e farmacologistas, devido a complexidade de metabdlitos secundarios que podem
estar presentes (alcaloides, cumarinas, esterdides, flavondides, glicosideos
cardioativos, lignanas, 0leos essenciais, saponinas, triterpenos), entre outros. Por
meio destes procedimentos, objetiva-se a obtencdo de fracbes, subfracdes e,
finalmente, os compostos puros o0 que permitiria entdo predizer, apos testes 0s
bioldgicos, qual(is) principal(is) componente(s) quimico(s) responsavel(is) pela
atividade terapéutica (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

Figura 2 - Procedimentos gerais para separacdo e purificacdo de extratos visando a obtencéo de

compostos biologicamente ativos
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Fonte: (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998)

Existem varias metodologias descritas para analise fitoquimica de extratos
vegetais visando o isolamento e identificacdo de compostos isolados. Aqui sera
citada a metodologia proposta por Cechinel- Filho e Yunes (1998) na qual inicia-se o
estudo fitoquimico com o extrato hidroalc6olico (analogo a tinturas de uso popular) e,
este, apresentando o efeito bioldgico, procede-se de forma sistematica para

fracionamento do extrato. A segunda etapa consiste na preparacdo de um extrato da
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planta com metanol, o qual permite a extracdo de grande numero de compostos
guimicos, sendo, a seguir, submetido a particdo liquido-liquido, com solventes de
polaridades crescentes, o que possibilita separar os compostos de diferentes
classes quimicas, conforme ilustrado na figura 3. Posteriormente, séo realizados os
testes biolégicos e as fracdes ativas sdo submetidas a técnicas cromatogréaficas para
0 isolamento e purificacdo de compostos, visando-se depois a elucidacdo estrutural

das moléculas.

Figura 3 - Esquema geral de fracionamento e separacdo dos principais metabdlitos presentes em
plantas
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2.2.1 Técnicas cromatogréaficas para purificacdo e i  solamento de compostos

ativos e elucidacgao estrutural

As técnicas cromatogréficas e analiticas permitem a separacdo e o
isolamento de substancias de um extrato vegetal e sdo rotineiramente utilizadas
para o conhecimento da composi¢cdo quimica, do principio ativo e/ou do composto
toxico de uma planta, podendo também ser util para a determinacdo de marcadores
biolégicos de uma espécie, para controle qualitativo e quantitativo, propiciando a
padronizacdo do material vegetal e produtos relacionados (SOUZA-MOREIRA,;
SALGADO; PIETRO, 2010).

Os métodos comumente usados para a extracdo, isolamento e purificacao
dos constituintes quimicos dos extratos e Oleos essenciais sdao 0s métodos
cromatograficos classicos, como a cromatografia em camada delgada (CCD), a
cromatografia de adsorcdo em coluna (CC), a cromatografia de particdo e a
cromatografia de exclusdo molecular. Podem ainda ser citados métodos mais
modernos, como a cromatografia gasosa (CG), a cromatografia liquida (CL) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia — HPLC (WOLFENDER; RODRIGUEZ;
HOSTETTMANN, 1998). O uso de técnicas hifenadas (interligagdo de técnicas
cromatograficas) como a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS), cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(HPLC/MS e HPLC/MS-MS - cromatografia liquida com detector seletivo de massas
tandem) e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de
diodo (HPLC-DAD - espectrofotometro de luz ultravioleta visivel - UV-Vis)
proporcionaram um papel importante na elucidacdo de composicfes quimicas
complexas dos produtos de origem vegetal, com melhores niveis de sensibilidade e
seletividade (FIAMEGOS et al., 2004). No que se refere a elucidacdo estrutural das
substancias, os métodos atualmente utilizados sdo: espectrometria de ressonancia
magnética nuclear (RMN) de hidrogénio e carbono, espectrometria de massas (EM)

e espectrometria no ultra violeta (visivel e infravermelho).
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2.2.1.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica de adsorcao
liguido — sélido. A separacgdo das substancias se da pela diferenca de afinidade dos
componentes de uma mistura pela fase estacionaria. E um método simples, rapido,
visual, econémico, e sensivel para uma caracterizacdo prévia dos constituintes de
uma droga vegetal (qualitativa e semi-quantitativa), sendo a técnica
predominantemente escolhida para o acompanhamento e identificagcdo dos
compostos das fracdes coletadas em cromatografia de adsor¢cdo em coluna (FAMEI
et al., 2006), conforme exemplificado na figura 4.

Figura 4 - Exemplo de cromatografia em camada delgada, utilizada para o monitoramento de fracbes
obtidas da cromatografia de adsorcdo em coluna, as manchas identificadas ( [1,2,3] )
mostram 0s compostos presentes nas fragbes F7, F8, F9

CCD - Monitoramento das
fragoes coletadas na coluna

Cromatografiaem
coluna

Fonte: AMENI, 2015
Legenda: CCD = cromatografia em camada delgada
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2.2.1.2 Cromatografia de adsor¢édo em coluna aberta

A cromatografia em coluna € uma técnica de particdo entre duas fases, solida
e liquida, baseada na capacidade de adsor¢éo e solubilidade. O sélido deve ser um
material insolUvel na fase liquida associada, sendo que os mais utilizados sédo a
silica gel (SiO2) e alumina (Al203), geralmente na forma de p6. A mistura a ser
separada é colocada na coluna com um eluente menos polar e vai-se aumentando
gradativamente a polaridade e consequentemente o seu poder de arraste de
substancias mais polares. Os diferentes componentes da mistura se movem com
velocidade distinta, dependendo de sua afinidade pelo adsorvente e também pelo
eluente separando assim os compostos. E uma das técnicas mais utilizadas para a
separacdo ou isolamento de constituintes de extratos vegetais; além de ser muito
versatil, podendo ser utilizada uma gama de combinacdes de diversas fases moéveis
e estacionarias (FUNARI et al., 2014) (Figura 5).

Figura 5 - Foto ilustrativa de cromatografia em coluna aberta
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Fonte: (http://www.ebah.com.br/content/ABAAAfgRMAE/aula9cromatografia-pps?part=3).
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2.2.1.3 Cromatografia por exclusdo molecular

A cromatografia por exclusdo promove uma distribuicdo seletiva e dinamica
de moléculas a serem separadas entre dois liquidos, a fase mdvel presente dentro
dos poros da fase estacionaria e a fase movel externa aos poros. A fase
estacionaria, insolivel na fase movel, € comumente um polimero ou um gel e
apresenta poros de tamanhos bem controlados, que regulam a entrada e a saida
das moléculas que podem permear parcialmente ou completamente dentro da fase
estacionaria, sem ter qualquer interacdo com ela, principio esse diferente dos
mecanismos que governam as outras modalidades de cromatografia (COLLINS,
2011). O gel geralmente utilizado é o Sephadex- LH20® (gel dextrana) o qual foi
especialmente desenvolvido para filtracdo de produtos naturais como esterdides,
terpendides, lipidios e peptidios de baixo peso molecular em solventes organicos.

2.2.1.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Esta técnica é utilizada rotineiramente para analise e isolamento de produtos
naturais a partir de matrizes complexas (extratos vegetais), e permitem obter o perfil
cromatografico, usado como “impressdo digital (fingerprint)”. A analise do
cromatograma obtido é uma importante ferramenta para o controle de qualidade de
medicamentos fitoterapicos, uma vez que, pode demonstrar tanto similaridades
quanto diferencas entre amostras de extratos quanto aos seus constituintes
quimicos, podendo ser usado tanto para padronizagdo quanto para detectar
adulteracdo (CHITLANGE et al., 2008). De fato, esta técnica de cromatografia, esta
cada vez mais sendo utilizada pela comunidade cientifica, especialmente por
demonstrar a caracteristica sistémica dos componentes da amostra focando na
identificacdo e estabilidade dos constituintes quimicos observados. Sendo assim,
esta técnica foi introduzida e aceita pela OMS, como estratégia para avaliagdo de
plantas medicinais, sendo exigida para padronizacdo de ervas medicinais chinesas e
suas matérias-primas, pelo Drug Administration Bureau of China (DABC), assim

como é recomendada por outras entidades regulatérias como Food and Drug
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Administration (FDA) dos Estados Unidos e a European Agency for Evaluation of
Medicinal Products (EMEA) e também pela ANVISA no Brasil (ALAERTS et al.,
2007).

O HPLC-DAD é também é uma técnica amplamente utilizada na analise de
produtos naturais desde que o analito apresente grupos cromoforos que propiciem a
absorcado de luz na regido de UV-visivel. Este detector mostra o espectro de UV de
cada composto eluido que, juntamente com o tempo de retencéo, constituem dois
parametros importantes para o0 processo de identificacdo dos compostos
(WOLFENDER; RODRIGUEZ; HOSTETTMANN, 1998). Os flavondides, por
exemplo, apresentam duas bandas de absor¢cédo no UV, a banda Il, entre 240 e 285
nm, e a banda I, entre 300 e 550 nm, e com base nas caracteristicas espectrais
obtidas, € possivel a identificacdo e quantificacdo com boa seletividade (MOISEEV;
BUZUK; SHELYUTO, 2011).

2.2.1.5 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (HPLC/MS,
HPLC/ MS-MS)

O principio de funcionamento de qualquer espectrdmetro de massas baseia-
se na deteccdo de ions selecionados de acordo com a sua razdo massa/carga,
sendo m a massa em u [massa atomica unificada, chamada também de Dalton (Da)]
e z a carga formal e os aparelhos tem 0s seguintes componentes: sistema de
introducdo de amostra, fonte de ionizacdo, analisador de massas, detector e
registrador. Resumidamente, a amostra € introduzida no espectrobmetro de massas
através de um inlet (dispositivo para a introducdo da amostra no espectrémetro) e
direcionada para a fonte de ionizagcdo onde séo ionizados adquirindo carga positiva
ou negativa, e posteriomente sédo levados analisador de massas que separar tais
ions de acordo com a sua relacdo m/z gerando os sinais que serdo obtidos pelo
computador e serdo mostrados através dos espectros de massas, dos quais, sédo
obtidos tanto dados qualitativos (estrutura molecular) como quantitativos (massa
molecular ou concentracéao (HO et al., 2003).

Na andlise de compostos polares presentes em produtos vegetais, as

hifenagcbes com a cromatografia liquida de alta eficiéncia sdo as mais utilizadas,
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principalmente a HPLC-MS-MS pelo grande namero de informacdes geradas, sendo
atil na determinacdo dos compostos presentes na amostra, com a vantagem de ser
simples o preparo das amostras e ter rapida obtencdo de resultados com alta
seletividade tendo merecido destaque ao estudo de plantas medicinais (FIAMEGOS
et al., 2004).

2.2.1.6 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/MS)

A Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC/MS) por
impacto de elétrons (IE) € uma das técnicas mais aplicadas na caracterizacao de
compostos quimicos volateis, devido a simplicidade, precisdo e rapidez sendo assim
uma ferramenta muito util na identificagdo de compostos de origem vegetal gracas a
disponibilidade de bibliotecas espectrais onde os dados gerados podem ser
comparados diretamente com os valores de tempo de retencéo (indice de retencéo)
obtidos em colunas de polaridades diferentes e com os espectros de massas dos
constituintes volateis publicados (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

2.2.1.7 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A espectrometria de espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) é uma forma de espectrometria de absorcdo. Sob condicbes apropriadas em
um campo magnético, uma amostra pode absorver radiacdo eletromagnética na
regido de radio frequéncia em fungéo das caracteristicas da molécula e atualmente é
uma ferramenta para os quimicos de produtos naturais, pois 0s espectros obtidos de
compostos organicos sdo muito informativos na elucidacdo estrutural de substancias
(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).
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3 OBJETIVO

Avaliar os possiveis efeitos da administragdo do extrato fluido de C. sylvestris
(EF) no estresse oxidativo e nas enzimas do complexo citocromo P450, o potencial
terapéutico antiulcerogénico do EF e do extrato metandlico (EM), o potencial
antitumoral (screening in vitro) e realizar o estudo fitoquimico para identificar os

compostos ativos presentes nos extratos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliacdo do estresse oxidativo hepatico apés administracdo oral do EF de C.
sylvestris (danos hepéticos).

= Avaliar os efeitos do EF de C. sylvestris na inducdo ou inibicdo do complexo
enziméatico do citocromo P450 (possibilidade de interacdo medicamentosa).

= Avaliar a atividade antiulcerogénica do EF e EM de C. sylvestris.

= Avaliar o potencial citotoxico (atividade antitumoral) do EM, fragBes e subfracbes
mais purificadas da planta, frente a linhagens celulares cancerosas (mama, colon,
cérvix e pulméo).

» Realizar estudo fitoquimico na busca de qual/is seriam 0s principais constituintes
guimicos presentes nestes extratos (EF e EM), no intuito de relaciona-los com a

atividade terapéutica.
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4 MATERIAL E METODOS

Nesta secdo serdo apresentados os materiais utilizados e a metodologia
empregada para a avaliagcdo dos diferentes parametros propostos na secéo
objetivos. Para facilidade de compreensao de todos os procedimentos realizados,
estes foram divididos em duas partes, na primeira, trata-se dos estudos bioldgicos e

na segunda parte, estdo apresentados os procedimentos do estudo quimico.

4.1 MATERIA VEGETAL

Casearia sylvestris SW, folhas, obtidas do Laboratério Panizza® (lote
1096131), certificadas com controle de analise boletim namero 10213, referéncia
MAPA/AQ073 (laudo Anexo A).

PARTE |: AVALIACAO BIOLOGICA

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados 94 ratos machos Wistar, provenientes do biotério do
Departamento de Patologia da FMVZ-SP. Os animais foram alojados em gaiolas de
plastico fosco com tampas metélicas, medindo 40x50x20cm. Todas as gaiolas foram
mantidas em salas com aeracdo, exaustdo, temperatura (22°C = 2°C) e umidade
(45% - 65%) controladas por meio de aparelhos de ar condicionado central em um
ciclo claro/escuro de 12h. Durante o experimento os animais foram alimentados com

racao comercial e agua ad libitum.
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Todos os procedimentos realizados neste estudo foram realizados de acordo
com os principios éticos de experimentacdo animal da Comissdo de Bioética da
FMVZ-USP estao protocolados sob niumero 5071070514.

4.3 REAGENTES E EQUIPAMENTOS

« 2-vinilpiridina (Merck®) — utilizada para derivatizac&o da glutationa reduzida na
determinacdo dos parametros oxidantes, Cetamina (Vetbrands®) — anestésico
utiizado em associagdo com a xilazina para anestesiar 0s ratos,
Espectrofotometro (Biotek), Freezer -20°C, Glutationa redutase (Fragon) -
converte toda glutationa em glutationa reduzida, Reagente de Ellman’s
(DTNB) (Merck®) — utilizado para quantificacdo de proteinas, Xilazina
(Vetbrands®) — sedativo de uso veterinario utilizado em associacdo com

cetamina para anestesiar 0s ratos.

4.4 PROCEDIMENTOS

4.4.1 Coleta do figado para avaliacdo do estresse 0 xidativo

Os ratos foram anestesiados (cetamina 50mg + xilazina 5mg /kg) e, em
seguida, os tecidos foram perfundidos in situ com KCL 1,15% até que o figado se
tornasse de cor caqui e 0os animais mortos por decaptacdo. Apos foi retirado uma
amostra do figado de aproximadamente 4g (divido em 2 partes: 1 citosol e 1
microssoma). A seguir, 0,1g de tecido foram separados para determinacdo do
contetdo de glutationa oxidada e reduzida. O restante do figado coletado foi
processado para dosagem das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS).
A fracdo correspondente ao TBARS foi pesada, colocada em recipientes contendo
solugdo KCl 140mM e fosfato de potassio 10mM pH 7,0, picada e lavada duas

vezes. O sobrenadante da lavagem foi desprezado e os fragmentos foram
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homogeneizados com solugdo KCI 140mM e fosfato de potassio 10mM pH 7,0 (1:4
p/v). Parte do homogeneizado, constituido do sobrenadante obtido apoés
centrifugacédo a 900 g por 20 minutos a 4°C, foi reservada para determinacédo de
substéancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). O restante do homogeneizado
foi destinado para a dosagem das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT). Para tal, foram realizadas duas centrifugacdes adicionais, 10.400g por 20
minutos e, por fim, ultracentrifugacédo a 60.000g por uma hora, da qual foi retirado o

sobrenadante (citosol) e armazenado a -80°C até o processamento.

4.4.1.1 Superéxido Dismutase (SOD)

A transformacdo de xantina em &cido Urico, catalisada pela xantina oxidase,
ativa o oxigénio molecular a O2". A reacdo é acoplada a reducdo do citocromo ¢
pelo O2" que pode ser acompanhada pela reducdo da absorbancia em 550nm, a
25°C. A adicao da SOD contida na amostra promove inibicdo da velocidade de
reducdo do citocromo ¢, uma vez que ha competicdo entre SOD e citocromo ¢ pelo
02", dismutando-o a perdxido de hidrogénio. A atividade total da SOD é medida na
presenca de cianeto, em concentracdo adequada a inibicAo da atividade da
citocromo c oxidase (MCCORD; FRIDOVICH, 1969).

O meio de reacao foi composto por citocromo ¢ 100uM, xantina 500uM, EDTA
1mM, KCN 200uM, tampéo fosfato de potassio 5mM e pH 7,8. A xantina oxidase foi
diluida no mesmo tampéao do ensaio, para garantir uma variacdo de absorbancia de
0,030/min no meio de reacdo sem amostra. O citosol das amostras de figado foi
diluido na concentragdo 1:200 e acrescentado ao meio de reacdo, na quantidade
suficiente para inibir de 20 a 40% a velocidade de reducédo do citocromo c,
promovida pelo sistema xantina/xantina oxidase do meio de reacédo, garantindo a
linearidade da resposta observada. Os resultados estdo expressos em U/mg
proteina, onde 1U é definida como a quantidade de enzima na amostra requerida
para inibir 50% da reducao do citocromo c, por minuto, a 25°C, em pH 7,8.
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4.4.1.2 Catalase (CAT)

A técnica empregada para avaliar a catalase quantificou a velocidade da
decomposicdo de H,O, pela enzima, pelo decréscimo de absorbancia a 230 nm (g =
0,071 mM™*.cm™) a 30°C, uma vez que a catalase promove a hidrélise de peréxido
de hidrogénio a agua e hidrogénio molecular (WEISSMAN, 1976). Foi utilizado o
meio de reacao contendo: H,O, (10mM), solugdo tampéo Tris (1M), EDTA (5mM) em
pH 8,0. O resultado foi expresso U/mg de proteina onde 1U de catalase corresponde

a atividade da enzima que hidrolisa 1 mmol de H,O, por minuto a 30°C, em pH 8,0.

4.4.1.3 Dosagem de Glutationa Reduzida (GSH) e Oxidada (GSSG)

O conteudo de glutationa reduzida e oxidada foi quantificado por método
colorimétrico (RAHMAN; BISWAS; KODE, 2006). Uma fracdo do figado foi
homogeneizada em uma mistura gelada de acido metafosférico 5% e &cido
sulfosalicilico 0,6%. O homogeneizado foi centrifugado a 3.000 g a 4°C por 10 min.
O sobrenadante foi coletado e mantido no gelo até a determinacdo (no maximo 1
hora). Para a determinacdo da forma oxidada, foi feita, primeiramente, a
derivatizacdo da forma reduzida com 2-vinilpiridina. O extrato &cido obtido acima
(90uL) foi adicionado juntamente com 10uL de tampao KPE para neutralizacdo do
pH (entre 6 e 7). Em seguida, foi adicionado 10uL de 2-vinilpiridina em 90uL das
amostras diluidas para quantificar a glutationa oxidada, seguida de incubacao por 1
hora em temperatura ambiente. Um padrdo de glutationa oxidada (GSSH) foi
preparado da mesma forma para a construgdo da curva. Amostras neutralizadas,
com ou sem 2-vinilpiridina, foram centrifugadas a 16.000 g por 5 minutos, sendo
uma aliquota de 20uL adicionada em uma placa de 96 pocgos, juntamente com
120uL da mistura NADPH 240uM e glutationa redutase 0,12U/mL (1:1) e 60uL de
DTNB 76uM (1:1). O &cido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) reage com a
glutationa reduzida formando o cromaoforo 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB). A variacao de
absorbancia foi medida a 412nm, a 25°C, por 4 minutos. Os resultados foram

expressos em moles de glutationa/g de tecido.
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4.4.1.4 Peroxidacgdo Lipidica Hepatica

O potencial peroxidativo, dado pela medida colorimétrica de substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) produzidas ao fim de um determinado
periodo de incubacado (neste caso, 2 horas) foi utilizado para avaliar a potenciacdo
do estresse oxidativo hepatico. Uma aliquota de 3mL de homogeneizado hepatico
foi incubada em 7mL de tampéo fosfato de potassio 0,1M pH 7,0 a 37°C, sob
agitacdo constante. Amostras do tempo zero e apds duas horas foram retiradas e
precipitadas com TCA 5%. Apos centrifugacdo a 10.000g por 10 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi submetido a reacdo com acido tiobarbitirico 0,67% em banho-
maria, por 20 minutos. Apos resfriamento em gelo por 20 minutos, foi registrada a
absorbancia em 535nm (BERNHEIM; BERNHEIM; WILBUR, 1948). A concentracéo
de SRAT foi calculada considerando o coeficiente de extingdo micromolar (¢ = 0,156
uMt.cm™). Os valores do potencial peroxidativo hepatico foram expressos em

nmoles de TBARS produzidos por mg de proteina em 120 minutos.

4.4.2 Avaliagdo do sistema enzimatico citocromo P45 0 (CYP)

4.4.2.1 Obtencéo da fracdo microssomal hepatica

As amostras de figado dos ratos foram lavadas e homogeneizadas com
solugao tampéao Tris/HCI (50mM Tris, 50mM KCI, 0,5mM EDTA, pH 7,4). Este foi
centrifugado a 10.000 g por 30 min a 4°C para remocao de restos celulares, nucleos
e mitocondrias. O sobrenadante foi transferido para novos tubos novamente
centrifugados a 105.000g durante 60 min, 4°C. O sedimento foi lavado uma vez com
tampao Tris e, em seguida, ressuspenso. Este foi novamente centrifugado a
105.000g durante 60 min a 4°C. O sedimento resultante foi ressuspenso em solucao
de meio Il (citrato de sodio 0,1M, cloreto de potassio 0,1M, glicerol 30%, ditiotreitol

1mM, &gua deionizadasa g.s.p., pH 7,6) e armazenados em criotubos a -80°C.
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4.4.2.2 Dosagem de proteinas

O conteudo de proteina no homogeneizado e fracdo microssomal hepatica foi
determinado pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando albumina como padréo.
O método se baseia numa mistura de molibdato, tungstato e acido fosfdrico
(reagente Folin Ciocalteau) que sofre uma reducdo quando reage com proteinas, na
presenca do catalisador Cu*®> e produz um composto em absorcdo maxima de
750nm.

4.4.2.3 Quantificacédo total de citocromos P450 na fracdo microssomal hepéatica

A guantificacdo de citocromos P450 totais na fragdo microssomal foi realizada
segundo o método descrito por Omura e Sato (1964). O principio do método baseia-
se na capacidade de ligacdo da hemeproteina reduzida ao mondxido de carbono,
apresentando um espectro de absorcdo caracteristico com a absorgcdo maxima em
450nm. A preparacdo microssomal diluida (de modo alcangar 1mg/mL) foi
adicionada, com o auxilio de uma espatula, uma pequena quantidade de ditionito de
sédio solido (Na,S,0,), suficiente para reduzir o citocromo P450 das amostras.
Foram adicionados 2mL das amostras reduzidas as cubetas de referéncia e da
amostra e, em seguida, a diferenca das absorbancias medidas nas duas cubetas (de
referéncia e da amostra) foram corrigidas através do ajuste da linha de base. Esta
correcéo foi feita para cada leitura. A cubeta contendo a amostra foi entdo levemente
borbulhada com monoéxido de carbono por 1 minuto. Em seguida foi registrada a
diferenca de espectro de absorcéo entre 400 e 500nm na cubeta da amostra (cubeta
com solucdo de microssomos, ditionito de sodio e mondxido de carbono) e na
cubeta de referéncia (cubeta com solucdo de microssomos e ditionito de saédio,
apenas). A determinagédo das concentracdes de citocromos P450 totais na amostra
foi calculada considerando o coeficiente de extingdo micromolar deste citocromo (e
=0,091 pMt.cm™) e expresso em nmoles P450/mg de proteinas. As medidas foram
feitas em espectrofotbmetro em faixa de absorcédo 400 a 490nm, onde mediu-se o

pico (“Soret”) em 450nm e o vale em 490nm resultando em Aabsorbancia P450.
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4.4.3 Avaliagdo da atividade antitlcera

A avaliacdo de atividade antitulcera foi realizada seguindo o protocolo
proposto por Mizui e Doteuchi (1986) - modelo de ulceracdo aguda (inducéo por
etanol acidificado). Os ratos foram mantidos em jejum por 12 horas com livre acesso
a agua e, em seguida, foram pesados para o ajuste das doses. Todos os ratos foram
tratados uma vez, por gavagem, com o mesmo volume (1mL/100g p.v.). Como
controles positivos foram utilizados os medicamentos de referéncia lanzoprazol ou
carboneloxona. Passado 30 minutos do tratamento, foi administrada a solucdo
indutora de ulcera, HCI 0,3M em etanol 60%, no mesmo volume (1mL/100g p.v.).
Uma hora ap0s a administracdo do indutor, os ratos foram mortos em camara de
CO,. Os estdmagos foram retirados imediatamente, abertos pela curvatura maior,
prensados entre placas de vidro e copiados por scanner para o computador.

A area das ulceracdes foi medida através do programa Image-Pro Plus®:

Valores de area relativa de leséo:

ARL = ALT X 100/AT

Area de protecéo:

% de protecéo = 100 — (ARL grupo tratado x 100)/ AR L controle

ARL= area relativa lesao;
ATL = area total de lesdo, em mm2;
AT = area total do estbmago, em mm2.
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PARTE Il: ESTUDO FITOQUIMICO E AVALIACAO BIOGUIADA DE
CITOXICIDADE

4.4.4 Reagentes e equipamentos parte Il

Acido tricloroacético (TCA) (Merck), di-metil sulfoxido (DMSO)(Sigma-
Aldrich®), Moxi ZOS 4.0 (contador automético de células), Penicilina G e
estreptomicina(Sigma®) — antibiéticos para meio de cultura celular, Placas de 96
pocos com fundo chato e fundo em U (Costar), RPMI-1640 (Sigma®) — Meio de
cultura celular, Soro fetal bovino (Gibco), Sulforodamina B (Sigma®).

Placas de cromatografia silica gel F245 (20x20cm), placas cromatografia
POLIGRAM® SIL G /UVas,4, silica gel 60 — coluna cromatografia (0,015 - 0,04mm)
(Macherey-Nagel). Gel dextrana Sephadex LH-20 (GE Healthcare). Solventes:

acetona, hexano, diclorometano, metanol, acetato de etila (Grau HPLC — Sigma).

4.4.5 Extrato fluido de C. sylvestris (EF)

Folhas de C. sylvestris (100g/L) foram umedecidas com uma solugdo de
alcool etilico e 4gua destilada na propor¢cdo de 1:2 e macerada por 6 horas. Apés
este procedimento o p6 umedecido foi filtrado com a solugdo hidroalcoolica (1L), em
filtro buchner. Posteriormente, o extrato foi rotaevaporado (50°C) e liofilizado para
obtencéo do extrato fluido seco (EF). A caracterizacéo fitoquimica do EF foi feita em

varias etapas descritas a seguir e representadas na figura 6.
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4.4.5.1 Caracterizagdo do EF por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a
espectro de massas (HPLC/ MS-MS)

O perfil cromatografico do EF foi obtido por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), utilizando o seguinte método: 5mg do EF foi diluido em
metanol/agua (1:1) e filtrado em membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) com
0,45um (MilexTM). Apos foi injetada no HPLC, em coluna RP18- 5um, 250 - 4,5mm
(Eka Chemicals, Brewsler, USA), volume injecdo 20uL, mantida a temperatura de
25°C. A fase moével utilizada foi acetonitrila (grau HPLC) (C) e agua + acido férmico
1% (D) com vazédo constante de 1mL/min. O gradiente de eluicdo iniciou-se com
10% C e 90% D até 30 minutos. De 30 a 55 minutos 25% C e 75%D e de 55 a 75
minutos 60%C e 40%D, totalizando 75 minutos. Os espectros de massa foram
registrados utilizando aparelho Agilent 1100 (EUA), utilizando um sistema de
cromatografia liquida ligado através de uma separacéo de um sistema Esquire 4000
lon Trap HPLC/MS (Bruker Daltoniks, Alemanha) ou Merck-Hitachi 6200 Bomba
inteligente e L 4000 detector de UV ligado a um EBE Trisector Autospec VG
Micromass espectrometro (Micromass Autospec agua, Reino Unido) operando a 70
eV. Espectros de massa varredura completa foram medidos entre m/z 150 e 2000u
no modo ion positivo. Para HPLC/MS de ions do sistema, o azoto foi utilizado como
gas nebulizador em 27,5 psi, 350°C e a um caudal de 8L/min. As condicbes de
espectrometria de massa para o modo de ion positivo foram: agulha electrospray,
4000 V; compensar placa final, -500 V; skimmer 156,0V; skimmer 26,0V; compensar
saida capilar, 84,6 V; saida capilar, 140,6V. Colisdo dissociacdo induzida (CID) os
espectros foram obtidos com uma amplitude de fragmentacéao de 1,00 V (MS / MS),

utilizando hélio como géas de colisao.

4.4.5.2 Fracionamento quimico do EF

O fracionamento quimico do EF para o estudo dos seus constituintes
quimicos foi realizado em colaboracdo com o Laboratério de Quimica de Produtos

Naturales, Universidad de Talca — Chile sob supervisdo do Prof. Doutor Guillermo
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Schmeda Hirschmann. Inicialmente foi adicionada agua quente ao EF (61g) e este
colocado no sonicador e, em seguida, misturado através de agitador de tubos vortex.
Apols, este extrato foi centrifugado a 4.000rpm por 30 minutos obtendo-se duas
fracOes: solavel (FS) e insoluvel (FI) em agua. A fracdo FS foi dissolvida em 500mL
de acetato de etila em baldo de decantacdo obtendo-se outras duas fracdes: fracéo
acetato etila (FAE) e fragao aquosa (FA).

4.4.5.3 Analise fitoquimica da fragéo sollvel acetato de etila (FSA)

A fracdo FSA foi cromatografada em silica gel (fina) utilizando uma coluna de
74,5cm comprimento e 2,5mm didmetro, carregada com 100g silica gel (32,5cm),
utilizando-se sistema solvente éter de petréleo e acetato de etila (EP:EtoAc) da
seguinte maneira: 1,47g de FSA foi dissolvido em diclorometano e metanol e apos
9:1 (100mL), 7:3 (250mL), 6:4 (400mL), 1:1 (200mL), 7:3 (200mL), finalizando com
acetato etila 100% (200mL) e metanol 100% (200mL), obtendo-se 20 fracbes, as
quais foram monitoradas por CCD em sistema éter de petréleo e acetato de etila
(1:1, reveladas com anisaldeido) e agrupadas por semelhanca.

4.4.5.4 Fracionamento das fracdes e subfragbes do EF

Para o fracionamento foram utilizadas técnicas de cromatografia:
Cromatografia de adsorcdo em coluna aberta de silica gel e cromatografia em
camada delgada preparativa e Sephadex LH-20 (Figura 6). As fracdes obtidas foram
monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD) (silica gel TLC PET,
Sigma- Aldrich 89070 Fluka) e analisadas por luz ultravioleta (UV) 245nm (onda
curta) e 365nm (onda longa).

A fracdo 5+6 (343mg) foi cromatografada por Sephadex LH-20, em coluna
100cm, 2cm diametro, carregada com Sephadex (20cm), sistema solvente MeOH:
H.O (1:1) e fracOes coletadas a cada 2 minutos, obtendo-se 80 fracdes, as quais

foram monitoradas por CCD em sistema acetato etila: diclorometano: acetona (4,5:
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4,5:1) e reveladas com anisaldeido. As subfracbes 55-66 (SF 55-66) foram
agrupadas e submetidas a camada delgada preparativa (mesmos eluentes CCD),
dando origem a amostras mais purificadas, as quais foram feitas a analise RMN.

A fracdo 7+8 (103mg) foi cromatografada por Sephadex LH-20, em coluna
100cm, 2cm diametro, carregada com Sephadex (20cm), sistema solvente MeOH:
H,O (1:1) e fragOes coletadas a cada 2 minutos, obtendo-se 80 fragdes, as quais
foram monitoradas por CCD em sistema acetato etila: diclorometano: acetona (4,5:
4,5:1) e reveladas com anisaldeido. As subfracbes 35 a 50 (SF 35-50) foram
agrupadas e submetidas a camada delgada preparativa (mesmos eluentes CCD),
dando origem a amostras mais purificadas, as quais foram feitas a analise RMN.
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Figura 6 - Fluxograma com as etapas da caracterizacdo fitoquimica do extrato fluido de C. sylvestris

(EF)
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Fonte: (AMENI, 2015).

4.4.5.5 Perfil cromatografico das subfragbes SF 56-66 e SF 35-50

O perfil cromatografico das subfragcbes SF 56-66 e SF 35-50 foram obtidos

por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando o seguinte método: as

amostras foram diluidas em metanol/agua (1:1) e filtradas em membrana de fluoreto
de polivinilideno (PVDF) com 0,45um (MilexTM®). Apés foram injetadas no HPLC,

em coluna RP18 - 5um, 250 - 4,5mm (Eka Chemicals, Brewsler, USA), volume
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injecdo 20uL, mantida a temperatura de 25°C. A fase movel utilizada foi acetonitrila
(grau HPLC) (C) e agua + acido formico 1% (D) com vaz&o constante de 1mL/min. O
gradiente de eluic&o iniciou-se com 10% C e 90% D até 30 minutos. De 30 a 55
minutos 25% C e 75%D e de 55 a 75 minutos 60%C e 40%D, totalizando 75
minutos. Os compostos foram monitorados a 254 e 330nm e espectro 200-700nm

para caracterizacédo dos picos.

4.4.5.6 Analise por ressonancia nuclear magnética (das subfracbes SF 56-66 e SF
35-50

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio RMN 1H
foram obtidos a 400 MHz e de Carbono RMN 33C a 100 MHz, num equipamento
BRUCKER AC 400 (Bruker, Rheinstetten, Germany), usando cloroférmio deuterado
(CDCI3- Sigma-Aldrich) ou metanol deutaredo (MeOH-d4 Sigma-Aldrich) como
solvente para diluir as amostras utilizadas. A analise foi realizada na Universidad de

Talca.

4.4.6 Extrato metandlico de C. sylvestris (EM)

Folhas de C. sylvestris (850g) foram maceradas em metanol (500mL) e
mantidas por 7 dias no escuro. Apos, foram coadas em filtro de papel e o extrato
rotaevaporado (50°C) para obtengdo do extrato metandlico bruto (EM). O rendimento
do extrato obtido foi de 15,8% (134Q9) [(peso do extrato/peso das folhas)x100]. A
caracterizacao fitoquimica do EM foi feita em varias etapas descritas a seguir e

representadas na figura 7.
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4.4.6.1 Fracionamento quimico do EM

O fracionamento quimico do EM para o estudo dos seus constituintes foi
realizado em colaboracdo com o laboratério de Fitoquimica, do Curso de
Farmécia, da Universidade do Vale do Itajai (UNIVALI), sob supervisdo do Prof.
Valdir Cechinel Filho. O EM foi particionado sucessivamente em funil separacéo
com solventes de polaridade crescente: diclorometano, acetato de etila e butanol,
obtendo-se 3 fragdes: diclorometano (FDM - 125¢), acetato de etila (ACT- 4,5g) e
butanol (BUT- 4,5g), conforme mostrado na figura 7.



Figura 7 - Fluxograma com as etapas da caracterizacgao fitoquimica do EM
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Fonte: (AMENI, 2015).

48

Macerado com metanol

Particao liquido-liquido
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4.4.6.2 Fracionamento da fracdo diclorometano (FDM) e subfracdes (SF)

Foram utilizadas técnicas de cromatografia de adsor¢do em coluna aberta de

silica gel (silica gel 60 de granulometria 70-230 mesh

0,063

0,20mm) e

cromatografia em coluna de baixa pressao (Flash — silica gel 60 de granulometria

220-440 mesh — 35 a 75um) de acordo com cada amostra a ser purificada. As

fragcbes obtidas foram monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD)
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utilizando solventes hexano e acetona em diferentes propor¢cdes com revelador
anisaldeido para busca de compostos terpenos e fitoesterbides e solventes
cloroférmio, metanol e a mistura de acetato de etila, acetona, agua e metanol
(25:8:1:3) com cloreto férrico para compostos fendlicos.

A fracdo FDM (10g) foi cromatografada em coluna utilizando uma coluna de
40 cm comprimento e 5,0 cm didmetro carregada com 130g silica gel (15cm) e
eluida com fase mével diclorometano e metanol com gradiente de eluicao variando a
cada 200mL na proporcao do solvente (100:0; 95:5, 90:10, 80:10, 70:30 e 50:50),
obtendo-se 35 subfragbes, as quais foram monitoradas por CCD (hexano: acetona,
8:2) e reunidas segundo perfil cromatografico.

A subfracdo denominada A (14-20, 1,6g) foi novamente cromatografada em
coluna (40cm x 3cm) com sistema de solvente hexano e acetona (9:1) com gradiente
isocratico (300mL) obtendo-se 24 subfracbes as quais foram novamente
cromatografadas por CCD (hexano:acetona 8:2) e reunidas em 3 grupos: X (2-10,
187mg), Y(11-15, 270mg) e W (16-24, 480mg).

As subfracdes X, Y, W foram entdo cromatografadas em coluna Flash,
utilizando sistema de solventes hexano: acetona (8:2) e as subfracdes similares,
identificadas por CCD, foram reunidas: X(2-3, 52mg), X(4-6, 61mg), X(7-9, 16mg),
Y(2-3, 13mg), Y(6-8, 188mg) e W (7-8, 89mg).

As subfracdes X(4-9) e Y(6-8) foram novamente cromatografadas em coluna
Flash (hexano:acetona, 8:2) e as subfracdes derivadas de interesse de ambas foram
reunidas novamente e esta submetida em coluna flash (hexano:acetona, 9:1). Desta
cromatografia resultou a subfracdo (f 11-13) que por CCD mostrou 0 composto
majoritario e foi analisada por CG/MS. Para a fracgdo FDM também foi realizada a
analise por CG/MS. A subfracdo W (7-8) foi cromatografada em coluna Flash
(hexano: acetona, 95:5) obtendo-se 28 subfracdes. Destas a subfragcdo denominada
H 17-19 foi submetida a analise de RMN.
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4.4.6.3 Andlise da subfracdo SF f 11-13 por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectro de Massas (GC/MS)

As analises CG/MS foram realizadas pelo Professor MSc. Theodoro Marcel
Wagner (UNIVALI). Foram adotadas as seguintes condi¢cfes: cromatografico a gas
HP 6890 equipado com uma coluna capilar HP-5MS (30 m x 0,25mm e filme de
0,25um de espessura), interfaciado com um detector seletivo de massas HP 5973
operando com energia de ionizacdo de 70 eV. O gés de arraste utilizado foi o hélio,
com uma vazao de 1 mL/ min, o volume de injecao foi de 1uL de solucéo do 6leo em

diclorometano com uma taxa de divisor de fluxo de 1:100

4.4.6.4 Andlise da subfracdo SF H 17-19 por Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio RMN 'H e Carbono RMN 13C

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio RMN H e
Carbono RMN2C, foram obtidos a 300 e a 75 MHz respectivamente num
equipamento BRUCKER AC 300, locallizado na UNIVALI, usando tetra metil silano
(TMS) como referéncia (calibracéo) e cloroformio deuterado (CDCl3) como solvente

para diluir as amostras utilizadas.

4.4.7 Fracionamento bioguiado do extrato metandlico (EM) e fracbes FDM e

extrato acetato de etila (ACT) e avaliagao de citox icidade

O fracionamento bioguiado foi realizado no laboratério de quimica de produtos
naturais do Instituto Universitario de Bio-Organica Antonio Gonzalez (IUBO-AG)-
Universidad de La Laguna (Tenerife — Espanha), sob supervisdo dos professores Dr.

Ignacio Antonio Jiménez Diaz e Dra. Isabel Lopez Bazzocchi e a avaliacdo de
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citotoxicidade sob tutoria do Prof. Dr. José Manuel Padrén (IUBO- BIOLAB). As
etapas do fracionamento bioguiado sdo mostradas a seguir na figura 8.

Nos processos cromatograficos foram utilizados os solventes organicos
hexano, acetona, acetato de etila, cloroformio, diclorometano e metanol (todos com
grau HPLC) puros ou em misturas binarias obedecendo sempre uma ordem
crescente de polaridade.

Para separacédo dos compostos foram utilizadas as seguintes técnicas:

a) Cromatografia de adsorcdo em coluna aberta utilizando como fase
estacionaria géis de silica comum (0,015 — 0,4 mm) (Silica gel 60, Macherey- Nagel).

b) Cromatografia de exclusdo molecular utilizando gel dextrana Sephadex LH-
20 (GE Healthcare).

c) Cromatografia preparativa de forca centrifuga utlizando aparelho
Cromatotron (modelo 7924T, 24VDC, 0.5 e placas de gel de silica Merck 60 PF 254
de 2mm).

d) Cromatografia em camada delgada (CCD) e preparativa foram efetuadas
em cromatoplacas revestidas de géis de silica (TLC Silica GEL 60, indicador de
fluorescéncia F254, 20x20cm, espessura 0,20mm). A revelacdo das substancias nas
cromatoplacas foi obtida através da exposicado destas & radiacdo ultravioleta (UV)
nos comprimentos de onda 254 e 365nm e/ou pela pulverizagdo de solugcéo de

vanilina sulfdrica seguida de aquecimento em placa por 3 minutos.
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Figura 8 - Desenho experimental do estudo bioguiado demonstrando etapas e metodologias adotadas
na obtencgdo dos extratos, fracionamento quimico e estudo de citoxicidade
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Fonte: (AMENI, 2015).

4.4.7.1 Monitoramento dos efeitos do EM e fragdes com o teste de citoxicidade em

linhagens celulares cancerosas

Para realizagdo dos testes de citotoxicidade foram utilizadas linhagens

celulares cancerosas provenientes de doac¢fes dos grupos colaboradores do IUBO/

BIOLAB (Universidad de Las Palmas de Gran Canaria - Gran Canaria/Espanha e

Vrije Universiteit — Amsterdd/ Holanda): HBL-100 (carcinoma de mama humano), T-

47D (tumor de mama humano), WiDr (adenocarcinoma de célon humano), HelLa

(carcinoma epitelial de cérvix humano), A549 (carcinoma epitelial de pulméo

humano) e SW1573 (carcinoma alveolar de pulmao humano).
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As linhagens célulares foram cultivadas em meio RPMI - 1640 suplementado
com 2mM de glutamina, 100U/ml penicilina G, 0,1mg/ml de estreptomicina e 5% de
soro fetal bovino em incubadora a 37°C, 5% de CO2 e 95% umidade relativa. Os
subcultivos foram realizados quando a densidade celular atingiu mais de 80% de
confluéncia. O repique de células foi realizado da seguinte maneira:

1- Aspirou-se o meio de cultivo do frasco que continha as células em
crescimento exponencial, adicionando 2mL de PBS para remoc¢do do meio de
cultura contendo soro fetal bovino;

2- Eliminou-se o PBS por aspiracdo, adicionando 1mL de solucdo de
Tripsina/EDTA (tripsina 0,25% e EDTA 1mM) seguidas de incubacédo durante 3
minutos a temperatura ambiente e 1 minuto a 37°C;

3- Adicionou-se 5mL de RPMI suplementado com soro fetal bovino para
neutralizar o efeito de enzima;

4- Os aglomerados celulares foram desagregados mediante pipetagem suave
e transferidos para tubos falcon para contagem celular.

O numero células foi determinado em contador celular automético (Moxi Z OS
4.0, ORFLO®).

Ap6s, inoculou-se em garrafas de cultivo (25 ou 75 cm?, poliestireno, TPP) o
namero de células necessarias para a manutencéo do cultivo celular e o restante foi
pipetado em microplacas de 96 po¢cos com fundo chato, depositando um volume de
100pL de meio contendo 10.000, 15.000 ou 20.000 células (100.000/mL,
150.000/mL ou 200.000/mL conforme a linhagem) para realizacdo da avaliacdo da
citotoxicidade.

Os testes de citotoxicidade foram realizados seguindo o protocolo
preconizado pelo National Cancer Institute (NCI), com algumas modificacdes,
utilizando-se um corante de proteina ligante Sulforodamina B (SRB), cujo
mecanismo baseia-se na determinacdo do conteudo total protéico de células que
ndo foram mortas até o final do ensaio (MIRANDA et al., 2006). A ligacdo da SRB é
estequiométrica, e a quantidade de corante extraido de células pigmentadas é
diretamente proporcional a massa total de proteina e, portanto, correlacionada com
o numero de células (SKEHAN et al., 1990).

A citotoxicidade foi determinada dos indices de IC50 (concentracao inibitoria
50%), TGl (inibicdo total de crescimento) e LC50 (dose letal 50%).

Os valores foram calculados na seguinte maneira:
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» TO refere-se a densidade 6ptica (DO) correspondente ao niumero de células
em cultivo a tempo zero;

» C refere-se a DO correspondente aos cultivos controle que cresceram na
presenca de excipiente (DMSO) na auséncia de extrato;

e T refere-se a DO correspondente células expostas as diferentes
concentracbes dos extratos testados. A medida da viabilidade e sobrevivéncia
celular ap6s o cultivo na presenca dos produtos, a qual representa a atividade
antiproliferativa (PC) foi expressa seguindo instru¢cdes NCI (MONKS et al., 1991).

Para calculos, os valores de DO foram corrigidos a partir da placa controle
contendo somente meio de cultivo. A porcentagem de crescimento (PC) foi calculada
comparando a DO em TO das células controle (C) e células tratadas (T) com
diferentes concentracdes ao final do tempo de exposicao.

Se T2TO0, PC=[(T-TO)/ (C-TO)] x 100

Se T<TO, PC=[(T-TO)/ TO] x 100

Desta forma, foram originadas curvas dose/resposta para cada extrato e a
partir delas foram calculados:

* TGI — inibicdo total crescimento

* IC50- inibicéo de crescimento 50%

* LC 50 - morte celular 50%.

4.4.7.2 Teste de citoxicidade (ensaio com sulforrodamida B)

Inicialmente, cada amostra testada (EM, FDM, ACT e subfracbes) foi
dissolvido em DMSO (100mg/ml) para a obten¢éo da concentragdo maxima da dose
testada (250ug/mL). As células controles foram expostas a equivalente exposicao de
DMSO (0,25% vl/v, controle negativo).

Foram utilizadas duas microplacas de 96 pocos, para cada linhagem celular,
por ensaio. A placa tempo zero (TO) corresponde a da densidade Optica (DO)
correspondente ao numero inicial de células, a qual contém somente RPMI (branco)
e linhagens celulares com RPMI (controle) e a placa de tratamento, a qual contém

linhagens celulares com os extratos adicionados (Figura 9).
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Figura 9 - Representacdo esquematica das placas de 96 pogos utilizadas para os ensaios de
citotoxicidade
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Fonte: (AMENI, 2015).

As linhagens celulares foram semeadas nas placas de 96 pocos na densidade
de 10.000, 15.000 ou 20.000 células/poco dependendo da linhagem celular (periodo
TO), seguido por 48 horas de incubacdo em diferentes concentracdes, variando
entre: 250 — 25 - 2,5- 0,25 - 0,025 e 0,0025ug/ml.

Finalizada a incubagédo de 48 horas, as células foram fixadas mediante a
adicao de 25uL de acido tricloroacético (TCA 50%) e mantidas em refrigerador a 4°C
durante lhora. Apés, foi adicionado 25uL/poco de solucdo SBR (0,4% v/iv em 1%
acido acético) e as placas mantidas em repouso durante 15minutos a temperatura
ambiente e protegidas da luz. Apéds, foi eliminada a solugdo SBR mediante quatro
lavagens com acido acético a 1% com agua corrente.

Uma vez o corante fixado, as células foram ressolubilizadas com 100uL/poco
de solugcdo tampao Tris Base 10mM (pH 10), sob agitacdo orbital (“Shaker”) com
velocidade de 50rpm, a temperatura ambiente e durante um periodo de 5 minutos. A
leitura da densidade Optica foi realizada com aparelho espectrofotdmetro (BioTek’s,
Winooski, USA; PowerWave XS Absorbance Microplate Reader) em comprimento de
onda (A) de 492nm.
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos dados foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism
5.00° (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Para verificar a
homocedasticidade dos dados utilizou-se o teste de Bartlett. Para dados
paramétricos, foi utilizada a andlise de variancia ANOVA seguida do teste de
Dunnett. Para dados ndo paramétricos e ndo homocedasticos foi utilizado o teste
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. A existéncia de diferencas significativas
entre dois grupos foi estabelecida pelo teste t-Student. Os dados foram expressos
com média + desvio padrdo (SD) ou mediana (minimo - maximo) e as diferencas

foram consideradas estatisticamente significantes com p<0,05.
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5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS

Nesta secdo serdo apresentados os experimentos realizados e os resultados
obtidos.

5.1 EXPERIMENTO 1: AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

Foram utilizados 17 ratos machos Wistar, com idade de 60 dias (peso 200-
2509), separados em dois grupos e tratados da seguinte forma: grupo controle (Co,
n=5) — agua e EF de C. sylvestris 240mg/kg (n=7), via oral por gavage, por seis dias
consecutivos. No 7° dia, ap0s todos os animais serem submetidos a anestesia,
realizou-se a perfusdo do figado in situ com KCL 1,15% até que o figado se tornasse
de cor caqui, a seguir os animais foram submetidos a eutanasia por decaptacao e
realizado procedimento de coleta e processamento das amostras do figado.
conforme descrito no item 4.3.1., e, posteriormente, a dosagem das enzimas
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), Glutationa Reduzida (GHS) e Oxidada
(GSSG) e a peroxidagéo lipidica conforme descrito nos itens 4.4.1.1, 4.4.1.2, 4.4.1.3,
4.3.1.4. A dosagem de proteinas do citosol foi realizada de acordo item 4.4.2.2.

5.1.1 Resultados

Tal como ilustrado nas figuras 10 e 11 abaixo, ndo foram observadas
diferencas significantes na dosagem de enzimas antioxidantes SOD e CAT entre o

grupos controle e aqueles tratados com EF 240mg/kg.
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Figura 10 - Dosagem da atividade enzimatica de Superéxido Dismutase (SOD) no figado de ratos
tratados por seis dias, por via oral, através de gavagem, com agua (grupo controle Co,
n=5) e extrato fluido de C. sylvestris (EF) (240mg/kg, n=7)
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Fonte: (AMENI, 2015).

Figura 11 - Dosagem da atividade enzimatica da catalase (CAT) no figado de ratos tratados por seis
dias, por via oral, através de gavagem, com extrato fluido de C. sylvestris (EF) (240mg/kg,

n=7) e grupo controle Co (agua, n=5)
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Fonte: (AMENI, 2015).
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Os niveis de GSHT também n&o apresentaram diferencas significantes entre
0s animais do grupo controle e aqueles tratados com EF 240mg/kg; porém, verificou-
se diminuicdo nos niveis da GSH reduzida nos ratos provenientes do grupo EF
guando comparado ao grupo controle (p = 0,0278), sendo o inverso mostrado para
os niveis de GSSG (p = 0,0127). A razédo entre GSH/ GSSG mostrou diferencas
estatisticas entre os dois grupos (p valor = 0,0014) (Figura 12).

Figura 12 - Dosagem da glutationa total (GSHT), glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada
(GSSG) e razdo entre GSH/GSSG no figado de ratos tratados por seis dias, por via

oral, através de gavagem, com extrato fluido de C. sylvestris (EF) (240mg/kg, n=7) e
grupo controle Co (agua, n=5)
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Legenda: GSTH = glutationa total ; GSH = glutationa reduzida ; GSSG =glutationa reduzida
Nota: teste t-student

Fonte: (AMENI, 2015).

A avaliacdo dos niveis de peroxidacdo lipidica ndo mostrou diferencas
significantes entre os dados provenientes dos ratos, tratados ou ndo com o extrato,

conforme ilustrado na figura 13; assim verifica-se ndo haver alteracao nos niveis de
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TBARS.

Figura 13 - Determinacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), para avaliacdo da
peroxidacao lipidica no figado de ratos tratados por seis dias, por via oral, através de
gavagem, com extrato fluido de C. sylvestris (EF) (240mg/kg, n=4) e grupo controle Co

(agua, n=3)
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Legenda: TBARS = substancias reativas ao acido tiobarbitarico
Nota: teste t-student
Fonte: (AMENI, 2015).

5.2 EXPERIMENTO 2: AVALIACAO DO SISTEMA ENZIMATICO CITOCROMO
P450 (CYP) APOS ADMINISTRA(;AO, VIA ORAL, DO EXTRATO FLUIDO DE
C. sylvestris (EF)

Foram utilizados 17 ratos machos Wistar, com idade de 60 dias (peso 200-
2509), separados em trés grupos tratados da seguinte forma: grupo controle (Co,
n=5) — agua, controle positivo e EF de C. sylvestris 240mg/kg (n=7), via oral por
gavage, por seis dias consecutivos. No 7° dia, ap0s todos 0s animais serem
submetidos a anestesia, realizou-se a perfusdo do figado in situ com KCL 1,15% até
gue o figado se tornasse de cor caqui, a seguir os animais foram submetidos a
eutanasia por decaptacéo e realizado procedimento de coleta e processamento das
amostras do figado conforme descrito no item 4.4.1. Apds, foram obtidas as fracdes
microssomais conforme descrito item 4.4.2.1. No dia da analise, as amostras obtidas

foram descongeladas em temperatura ambiente e imediatamente foi realizada a
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dosagem de proteinas conforme item 4.4.2.2 e a quantificacdo total de citocromos
P450 na fracdo microssomal hepatica 4.4.2.3.

5.1.2 Resultado

A Figura 14 ilustra os dados relativos a determinacdo do conteudo total de
citocromo P450 da fragdo microssomal hepatica apos administracdo oral do EF de
C. sylvestris. Assim, nao foi observada diferenca significante entre o conteudo total
de citocromo P450, quando comparou-se os dados provenientes dos animais do
grupo controle e aqueles do grupo tratado com EF 240mg/kg. O fenobarbital, indutor
enzimético, se mostrou efetivo como controle positivo para o experimento,
apresentando acentuada inducao da P450 em relagdo ao grupo controle e ao grupo
tratado (p< 0,0001).

Figura 14 - Determinacdo do conteldo total de citocromo P450 da fragdo microssomal hepética
provenientes de ratos tratados, durante seis dias, por via oral, através de gavagem, com
agua (Co, n=5), EF de C. sylvestris - 240mg/kg (n=7) e fenobarbital — controle positivo

(Pb, n=5)
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Legenda: CYP P450 = Citocromo P450

Nota: p>0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnet, em relacdo ao
controle. Co vs Pb (p< 0,0001 ***)

Fonte: (AMENI, 2015).
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5.3 EXPERIMENTO 3: AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIULCERA DO EXTRATO
FLUIDO DE C. sylvestris (EF)

A avaliagdo da atividade antitlcera do EF foi realizada de acordo com os
procedimentos descritos no item 4.4.3. Para tal, foram utilizados 30 ratos machos
Wistar, com idade de 60 dias (peso 200-250q), separados em cinco grupos (n=6), os
quais receberam, por via oral através de gavagem o0s seguintes tratamentos: agua -
grupo controle (Co), 30mg/kg de lanzoprazol —controle positivo (Cp) e 3 doses do EF
de C. sylvestris 60, 120 e 240mg/kg.

5.3.1 Resultados

Os resultados referentes a area relativa leséo, area de protecdo e de areas
ulceradas do estdmago de ratos submetidos aos tratamentos com as doses 60, 120
e 240mg/kg de EF da planta, pelo modelo de inducédo por etanol acidificado, estéo
descritos na tabela 1 e na figura 15.

No modelo de inducdo de ulcera gastrica por etanol acidificado, o EF de
C.sylvestris apresentou atividade dose-dependente, uma vez que, a dose de 240
mg/kg mostrou diferencas significantes (p < 0,001)em relacdo ao grupo controle, na
area ulcerada, mostrando-se assim, mais eficaz do que o farmaco empregado como

referéncia Lansoprazol®.
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Tabela 1 - Efeito da administracéo, por via oral, através de gavagem, em ratos Wistar, das diferentes
doses (60, 120 e 240 mg/kg) do extrato fluido de C. sylvestris (EF) e do Lanzoprazol (Cp)
(30mg/kg) pelo modelo de inducéo por etanol acidificado. Foram empregados 5 animais
por grupo (n=6). Os dados s&o apresentados como média * desvio-padréo

Tratamento Area relativa leséo Protecdo
(mm?) (%)
Co 15,87+ 4,12 -
Cp 30mg/kg 3,17 + 3,37 80%
EF 60mg/kg 8,85 + 2,80 45%
EF 120mg/kg 4,94 + 3,53 69%
EF 240mg/kg 1,56 + 1,47 90%

Nota: p>0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnet, em relacdo ao controle.
Fonte: (AMENI, 2015).
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Figura 15 - Area ulcerada (%) dos estdmagos apos administragéo, por via oral, através de gavagem,
em ratos Wistar, das diferentes doses (60, 120 e 240 mg/kg) do extrato fluido de C.
sylvestris (EF) e do Lanzoprazol (Cp) (30mg/kg) pelo modelo de inducdo por etanol
acidificado. Foram empregados 5 animais por grupo (n=6)

20
18+
16+
14+ E

% &area ulcerada

Nota: p>0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnet, em relacdo ao controle. Co
vs 120 mg/kg (P < 0.05 *), Co vs lanzoprazol (P < 0.01**), Co vs 240 mg/kg (P < 0.001***)
Fonte: (AMENI, 2015).

5.4 EXPERIMENTO 4: AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIULCERA DO EXTRATO
METANOLICO (EM) E FRACAO DICLOROMETANO (FDM) DE C. sylvestris

A avaliacdo da atividade antillcera do extrato metandlico (EM) e fracéo
diclorometano (FDM) da C. sylvestris , foi realizada de acordo com os procedimentos
descritos no item 4.4.3. Foram utilizados 30 ratos machos Wistar, com 60 dias (peso
200-2509), separados em seis grupos iguais (n=5), os quais receberam, por via oral
através de gavagem, 0s seguintes tratamentos: agua - grupo controle (Co),
200mg/kg de carbonexolona — controle positivo (Cp), 3 doses do EF de C. sylvestris
60, 120 e 240mg/kg e 60mg/kg de FDM.
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5.4.1 Resultados

Os ratos tratados previamente a administracdo do agente ulcerogénico (etanol
acidificado) com as trés diferentes doses do EM (60, 120 e 240mg/kg) e FDM
(60mg/kg), mostraram 100% de protecdo. Entretanto, como pode ser observado na
figura 16, a atividade citoprotetora do EM € dose-dependente; neste sentido, verifica-
se gue o aumento das areas edemaciadas no estdbmago dos ratos é inversamente

proporcional & dose de EM empregada.
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Figura 16 - Fotos dos estdbmagos apOs administracdo, por via oral, através de gavagem, em ratos
Wistar: (A) agua, (Cp) carbonexolona 200mg/kg, 3 doses do extrato metandlico de C.

sylvestris (EM) (B) 60, (C) 120 e (D) 240mg/kg e (E) fracdo diclorometano (FDM)
60mg/kg

A- Controle

B- EM 60mg/kg

D- EM 240mg/kg

E- FDM 60 mg/kg

Legenda: EM= extrato metandlico de C. sylvestris, FDM= fracao diclorometano
Fonte: (AMENI, 2015).

F -Cp- Carboneloxona — 200mg/kg
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5.4 EXPERIMENTO 5: ESTUDO FITOQUIMICO DO EXTRATO FLUIDO DE C.
sylvestris (EF)

Inicialmente, o EF procurou-se caracterizar 0s compostos quimicos presentes
no extrato fluido da planta (descrito no item 4.4.5), empregando-se para tal o HPLC—
DAD-UV e HPLC/ MS-MS, conforme descrito no item 4.4.5.1. A seguir, e
objetivando-se obter-se mais dados relativos a composicdo do extrato, foi realizado
o fracionamento quimico do EF, conforme procedimento delineado no item 4.4.5.2.
Assim, foram obtidas duas fracGes deste EF, a fracdo acetato etila (FAE) e a fracédo
aquosa (FA). Procedeu-se a cromatografia da FAE em coluna aberta de silica gel,
monitoradas por CCD de onde foram obtidas 20 subfracbes, conforme a metodologia
descrita no item 4.5.1.3. As subfragcbes 5+6 e 7+8 mostraram manchas
caracteristicas dos compostos de interesse da planta, para continuacdo da analise
apos CCD. Assim, estas subfracées foram submetidas a cromatografia por coluna
Sephadex LH-20, obtendo-se 80 subfracbes de cada uma, sendo as subfracdes de
interesse, agrupadas, por analise CCD, SF 56-66 e SF 35-50, e submetidas a outra
purificacdo através de cromatografia de camada preparativa para posterior analise
RMN (itens 4.4.5.4, 4.4.5.5 e 4.4.5.6).

5.4.1 Resultados

O perfil cromatogréafico do EF por HPLC é apresentado na figura 17, foram
observados 17 picos majoritarios nos tempos de retencédo (Tr) entre 4 e 40 minutos,
e estes estdo descritos na tabela 2 com os respectivos Tr e os comprimentos de
ondas de absorcéo ultravioleta visivel (A = UV méx) em deteccdo 254nm.

A tabela 3 mostra os compostos identificados no EF, obtidos na andlise do
HPLC/ESI MS-MS. A identificacdo dos compostos foram feitas pelo padréo de

fragmentacdo e massa molecular.
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Figura 17 - Perfil cromatogréafico do extrato fluido de C. sylvestris (EF) obtido por HPLC, fase mdével
acetonitrila e agua + acido formico 1%
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Legenda: Cromatograma obtido por HPLC, em coluna RP18- 5um, 250 - 4,5mm, volume
injecdo 20uL, mantida a temperatura de 25°C. A fase mével utilizada foi acetonitrila (grau
HPLC) (C) e agua + acido férmico 1% (D) com vazado constante de 1mL/min. O gradiente de
eluicdo iniciou-se com 10% C e 90% D até 30 minutos. De 30 a 55 minutos 25% C e 75%D e
de 55 a 75 minutos 60%C e 40%D, totalizando 75 minutos.

Fonte: (AMENI, 2015)

Tabela 2 - Picos dectectados na analise do EF C. sylvestris, por HPLC, com seus respectivos tempos
de retencéo e os comprimentos de ondas de absorcao ultravioleta visivel (A = UV max) em

deteccdo 254nm

Tempo Absorcéo na regiao
Picos | retencéo (Tr) do UV (Amax)
1 4.41 276
2 8.41 330, 300sh, 240
3 12.80 314
4 14.83 327, 290sh, 240
5 15.76 325, 294sh, 240
6 16.35 329sh, 283sh, 240
7 16.65 320sh, 283sh, 240
8 22.52 329sh, 281sh, 240
9 24.14 336, 285sh, 268, 239
10 26.68 344, 286, 266, 240
11 30.26 322, 285, 241
12 32.03 344, 323sh, 287, 264, 241
13 32.42 345, 322sh, 287, 266, 240
14 33.45 353, 267sh, 255
15 33.74 351, 286, 267sh, 255
16 36.72 346, 323sh, 288, 266, 242
17 37.80 350, 287, 268sh, 252

Fonte: (AMENI, 2015).




Tabela 3 - Anadlise do EF C.sylvestris por HPLC/ESI MS-MS
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Tempo retencao M- H MS/MS Tentativa de identificacdo
(Tr)
11.6-11.9 285 152 (-132) Gallic acid pentoside
757 739, 605, 577, 467, 288 dihexose rhamnose
287
15.3 353 191 Caffeoylquinic acid
14.83 469 289 (-180) 289: catechin?
707 353 (2M-1) Caffeoylquinic acid
429 429-162=267 -88= hexoside
179
581 -162=419, -186=233 hexoside
523 -162=361 Lignan? 362 hexoside
22.52 755 591, 489, 301 Q-dirhamnoside hexoside
24.79 739 593, 575, 473, 393, K-dirhamnose hexose
285
27-28.4 595 301 Q-hexoside pentoside
274 609 301 Rutin
503 -132 = 371 - 214 = pentoside
157
27.8 593 473, 429, 285, 257 K-rutinoside K-hexose-rha
463 301 Q-hexoside
593 -48 = 545,-164:429 — K-rhamnoside hexoside
144: 284(5)
29.58 593 447, 285 K- hexo-rhamoside
579 530, 301 Q-rham-pentose
30.30 623 315 QMethyl ether hexo-rhamn
31.01 593 471, 327, 285 K- derivative
505 -42=463 -162= 301 Q-acetyl hexoside
623 315 QMethyl ether hexo-rhamn
447 285 K-hexoside
621 -144=477 - 162= QMethyl ether hexoside der
315
315 284 Q methyl ether

Fonte: (AMENI, 2015).
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Da fragcbes 5+6 cromatografada por Sephadex LH-20, foram obtidas as
subfracbes 56/66 na qual, apds a purificacdo por camada delgada preparativa, foi
identificado, por HPLC/MS-MS e RMN, o composto quimico Kaempferol (Amax: 364,
325sh, 292sh e 265 nm, Tr = 50,59 min, [M+H]" = 285m/z, C15H1006 = 286,23g/mol)
(Figura 18).

Da fracdes 7+8 cromatografada por Sephadex LH-20, foram obtidas as
subfracdes 35/50 na qual, ap6s a purificacdo por camada delgada preparativa, foi
identificado, por HPLC/MS-MS e RMN, o composto quimico Quercetina (Amax: 368,
284, 255, 239sh, 226 nm, Tr = 46 min, [M+H]" = 302 m/z, C15H1007 = 302,23 g/mol)
(Figura 19).

O monitoramento realizado por cromatografia em camada delgada, utilizando
sistema acetato etila: diclorometano: acetona (4,5: 4,5: 1) e reveladas com

anisaldeido, esta exemplificado na figura 20.

Figura 18 - A — Cromatograma HPLC/UV da subfracdo 55/66, espectro ultravioleta UVmax (A): 364,
325sh, 292sh e 265 nm; C — estrutura e peso molecular do Kaempferol.
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Fonte: (AMENI, 2015).
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Figura 19 - A — Cromatograma HPLC/UV da subfracdo 30/50, espectro ultravioleta UVmax (A): 368,
284, 255, 239sh, 226nm; C — estrutura e peso molecular da Quercetina

Fonte: (AMENI, 2015).
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Figura 20 - Desenho esquematico do monitoramento de EF - fracdes 5+6 e 7+8. A) Cromatografia de
camada delgada (CCD) (EP:EtoAc, 1:1), seguido por separacéo por Sephadex LH20, (B)
CCD das fracdes 56-66 derivadas da fracdes 5+6 e (C) CCD fracdes 35-45 derivadas da
fracdes 7+8

Sephadex=LH 20
—

Fonte: (AMENI, 2015).
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5.5 EXPERIMENTO 6: ESTUDO FITOQUIMICO DO EXTRATO METANOLICO DE
C. sylvestris (EM)

As folhas de C. sylvestris foram maceradas com metanol conforme descrito
no item 4.5.2, apés foi realizada particdo liquido-liquido (item 4.5.2.1) obtendo-se
trés fracbes: diclorometano (FDM), acetato de etila (ACT) e butanol (BUT). A fracédo
FDM foi cromatografada em coluna de silica gel obtendo-se 35 subfracdes, das
quais as subfracdes 14-20 (SF A) foram escolhidas apds analise por CCD para
continuar o fracionamento. A SF A foi novamente cromatografada em coluna silica
gel obtendo-se 3 subfracdes X, Y e W que foram submetidas a coluna flash, afim de
obter compostos mais purificados. Da anélise por CCD reunimos as fracées com
padrbes similares e novamente foi realizada cromatografia com coluna flash. O
procedimento completo esta descrito no item 4.4.6.2 Por fim, foram obtidos 2
subfracdes purificadas SF 11-13 a qual foi submetida a andlise por CG/MS (item
4.4.6.3) e H 17-19 a qual foi submetida a anéalise por RMN para identificacdo dos

compostos quimicos.

5.5.1 Resultados

A andlise da fragdo FDM por CG/MS identificou os compostos espatulenol
(4%), acido palmitico (13,5%), acido palmitico isopropil éster (5%) e acido estearico
(3%), por comparacdo de base de dados (Figura 21). Este composto, espatulenol,
também foi identificado na analise de SF 11-13 por CG/MS junto com o ledol (15% e
2% respectivamente) (Figura 22). O composto majoritario mostrado na analise por

CCD foi identificado por RMN e confirmou a presenca do espatulenol (Figura 23).



74

Figura 21 - Cromatograma obtido por CG/MS do EF de C. sylvestris. A) espatulenol, B) &cido
palmitico e C) acido estearico
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Fonte: (AMENI, 2015).

Figura 22 - Cromatograma obtido por CG/MS da SF 11-13. A) espatulenol, B) ledol
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Fonte: (AMENI, 2015).
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Figura 23 - Cromatografia em camada delgada (CCD) da fragdo FDM e da subfragcdo H 17-19,
sistema solventes hexano: acetona (9:2), mostrando o composto majoritario identificado -
espatulenol

Legenda: FDM= Frag&o diclorometano, H17-19= subfragdo proveniente do FDM
Fonte: (AMENI, 2015).

5.6 EXPERIMENTO 7: FRACIONAMENTO BIOGUIADO DO EXTRATO
METANOLICO (EM) E FRACOES FDM E ACT E AVALIACAO DE
CITOXICIDADE

Para o experimento foram testados: extrato metanolico de C. sylvestris (EM) e
as fracdes diclorometano (FDM) e acetato de etila (ACT) obtidos de acordo com o
item 4.4.7 Foram testadas 6 linhagens de células cancerosas: HBL-100 (carcinoma
de mama humano), T-47D (tumor de mama humano), WiDr (adenocarcinoma de
célon humano), HelLa (carcinoma epitelial de cérvix humano), A549 (carcinoma
epitelial de pulméo humano) e SW1573 (carcinoma alveolar de pulm&o humano), as
quais foram cultivadas, replicadas e semeadas seguindo o procedimento descrito no
item 4.4.7.1.
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Todos os testes foram realizados da seguinte maneira: apds o preparo das
células : HBL-100 (carcinoma de mama humano), T-47D (tumor de mama humano),
WiDr (adenocarcinoma de colon humano), HelLa (carcinoma epitelial de cérvix
humano), A549 (carcinoma epitelial de pulmdo humano) e SW1573 (carcinoma
alveolar de pulm&o humano), conforme descrito em 4.3.5.2, determinou-se a
citotoxicidade dos indices de IC50 (concentracdo inibitoria 50%), TGI (inibicédo total
de crescimento) e LC50 (dose letal 50%) de acordo com o item 4.3.5.1.

Os experimentos foram procedidos de forma bioguiada, de forma que, a
escolha da amostra (EM, FDM, ACT e subfracdes) a ser utilizada e o seu posterior
fracionamento quimico foi guiado pela verificacdo da atividade citotoxica (ensaio
com sulforrodamina B) a partir da determinacdo da concentracdo inibitéria de
crescimento celular 50% (IC50). Desta forma, as fracbes e subfracOes testadas
foram aquelas nas quais se observou a maior atividade citotoxica e antiproliferativa,

e também a quantidade de amostra adquirida no fracionamento quimico.

5.6.1 Resultados

Na avaliagdo da atividade citotoxica do EM de C. sylvestris, e das fragbes
FDM e ACT sobre a linhagens tumorais celulares observou-se que a fracdo FDM
apresentou melhor atividade citotoxica para todas linhagens celulares em relacdo ao
EM e ACT (Tabela 4).
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Tabela 4 - Atividade citotoxica do extrato metandlico (EM) de C. sylvestris e das fracdes
diclorometano (FDM) e acetato de etila (ACT) sobre as linhagens celulares A549, HBL-
100, SW1573, HelLa, T-47D e WiDr, mostrando os valores de IC50

Fracdes IC 50 (ug/ml)
A549 HBL-100 SW1573 HelLa T-47D WiDr
EM 5,0 4.5 4.4 29 2,6 3,5
FDM 4,0 2,9 1,9 0,8 0,9 1,8
ACT 45 30 31 9,0 36 42

O extrato FDM foi entdo cromatografado em silica gel (fina), utilizando uma
coluna de 74,5 cm comprimento e 2,5cm diametro, carregada com 100g silica gel
(32,5cm), utilizando-se sistema solvente hexano e acetato de etila (HE:EtoAc) da
seguinte maneira: 15g de FDM foi injetado na coluna com gradiente de eluicédo
variando a cada 1 litro na proporcao do solvente (100:0, 95:5, 90:10.....até 0:100) e
apos acetato etila e metanol (EtoAc: MeOH - 80:20 e 0:100), obtendo-se 14 fracdes
(F1-F14). Essas fragdes foram novamente submetidas a avaliagéo de citoxicidade.

A tabela 5 mostra que dentre as fracdes obtidas no fracionamento do FDM F-
1 a F-14, F7e F8 foram aquelas que apresentaram maior atividade citotéxica com
IC50 <2,5ug/ml sendo, portanto, submetidas a novo fracionamento na continuagao

do estudo bioguiado.
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Tabela 5 - Atividade citotoxica das fracdes obtidas da fracdo diclorometano (FDM) sobre a linhagens
celulares A549, HBL-100, SW1573, HelLa, T-47D, mostrando os valores de IC50

Fracdes IC 50 (ug/ml)

FDM A549 HBL-100 SW1573 HelLa T-47D WiDr
F1 8 18 9 8 15 NT
F2 30 13 9 8 31 NT
F3 19 9 7 6 21 NT
F4 17 11 8 8 14 NT
F5 14 8 7 6 11 NT
F6 3 3 <2,5 <2,5 <2,5 NT
F7 <2,5 <2,5 <2,5 <2,5 <2,5 NT
F8 <2,5 <2,5 <2,5 <2,5 <2,5 NT
F9 3 <2,5 <2,5 <25 <2,5 NT

F10 25 19 9 8 12 NT
F11 16 10 6 5 10 NT
F12 21 8 5 5 9 NT
F13 28 12 7 7 14 NT
F14 83 13 52 56 68 NT

* Fracdes testadas apenas em 3 doses: 250, 25 e 2,5ug/ml. NT = ndo testado

As fragbes F7(926mg) e F8 (1,61mg) foram entdo cromatografadas em coluna
Sephadex LH20, utilizando como fase movel os solventes cloroférmio e metanol, na
proporcao 1:1, utilizando método isocratico em volume de 1,5L. Da fracdo F7, foram
obtidas 37 subfragbes, as quais foram monitoradas por CCD com sistema de
solventes diclorometano e acetona (9:1). A partir desta analise, as fracdes
semelhantes foram agrupadas em pools: 1-20, 21-23, 24-28, 29-37. O mesmo foi
realizado com a F8 (35 subfragbes), obtendo-se os pools: 1-11, 12-15, 16-19, 20-23,
24-27, 28-35.
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No pool correspondente a fracdo F7-24-28, apds analise por CCD, foi

observado um composto majoritario, conforme ilustra a figura 24.

Figura 24 - Cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando sistema de solventes diclorometano
e acetona (9:1), mostrando o composto majoritario presentes no pool contendo as
subfragbes F7-24-28.

Fonte: (AMENI, 2015).

Os pools referentes ao fracionamento das fracbes F7 e F8, mencionados
anteriormente, foram monitorados por CCD e realizou-se a avaliacdo de
citotoxicidade com aqueles que se mostraram interessantes para analise devido ao

padrdo cromatogréfico (Tabela 6).
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Tabela 6 - Atividade citotoxica das subfracdes, obtidas das fracGes F7 e F8 da fracao diclorometano
(FDM), sobre a linhagens celulares A549, HBL-100, SW1573, HelLa, T-47D, mostrando
os valores de IC50

Subfracdes IC 50 (ug/ml)

A549 HBL-100 SW1573 HelLa T-47D WiDr
F721-23 2,34 0,72 0,55 0,83 0,22 0,36
F7 24-28 1,26 0,30 0,22 0,63 0,09 0,13
F7 29-37 5,45 5,33 7,39 6,04 8,57 8,66
F8 12-15 2,29 0,56 0,40 0,73 0,12 0,15
F8 16-19 0,75 0,15 0,13 0,54 0,07 0,05
F8 20-23 0,72 0,11 0,19 0,43 0,02 0,03
F8 24-27 1,64 0,03 0,18 0,40 0,01 0,02

A andlise geral de todos os resultados obtidos na avaliacdo de citotoxicidade
mostrou que, independente das subfracfes testadas, a linhagem celular T-47D
(carcinoma de mama humano), foi a mais suscetivel ao tratamento e a linhagem
celular A549 (adenoma epitelial de pulmdo humano) a menos suscetivel (Tabela 6).
A subfracdo F 29-37 néo inibiu o crescimento celular de nenhuma das linhagens
testadas (Tabela 6).

O pool F7-24-28, o qual apresentou bom indice IC 50 e apresentava-se com
guantidade suficiente para novo fracionamento, foi entdo novamente submetido a
cromatografia em coluna de silica gel, utilizando como fase mével o sistema
cloroférmio e acetona (100:0 até 0:100), gerando trés subfracdes: G1, G2, G3. A
subfracdo G2 foi submetida a cromatografia preparativa de forca centrifuga
(Cromatotron), empregando-se o sistema solvente cloroférmio e acetona em
diferentes proporcdes (95:5; 94:6; 92:8; 90:10), de onde se obteve 50 subfracdes. O
pool G2-17-24 foi cromatografado em camada delgada preparativa utilizando
sistema de solventes hexano e acetona (7:3) obtendo-se trés subfracbes: H1, H2,
H3. As subfragbes G2, G2-17-24 e H1l também foram submetidas ao teste de
citoxicidade e os resultados sédo apresentados na tabela 7.
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Tabela 7 - Atividade citotoxica das subfracées, obtidas das subfragbes G2, G2-17-24 e H1, sobre a
linhagens tumorais celulares A549, HBL-100, SW1573, Hela, T-47D, mostrando o0s
valores de IC50

Subfrac¢des IC 50 (pg/ml)
A549 HBL-100 SW1573 HelLa T-47D WiDr
G2 1,39 0,38 0,27 0,54 0,05 0,01
G217-24 6,04 0,69 0,60 0,84 0,21 0,01
H1* 3,95 <2,5 <2,5 <2,5 <2,5 <2,5

Nota: * subfracdo testada apenas em 3 doses: 250, 25 e 2,5ug/ml.

A andlise da tabela 7 mostra que as células A549 foram aquelas que
apresentaram menor susceptibilidade ao tratamento, observando o mesmo resultado
dos testes anteriores com as subfracdes derivadas de F7 e F8, enquanto que as
células WiDr foram as mais sucetiveis.

De G2-17-24 foi realizada analise de ressonancia magnética nuclear (RMN)
de *C e 'H a fim de identificar o composto majoritario encontrado durante o
monitoramento por CCD. De acordo com os dados espectroscopicos de RMN e
comparacao com dados de literatura (OBERLIES et al., 2002) é possivel afirmar que
a substancia em questao trata-se de um diterpeno clerodanico (estrutura aberta). A
subfracdo H1, foi submetida a cromatografia em camada preparativa obtendo-se a

estrutura fechada do diterpeno clerodéanico (Figura 25).
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Figura 25 - Estruturas proposta de diterpeno clerodanico através da analise por ressonancia
magnética da subfracdo G2-17-24. A) estrutura aberta e B) estrutura fechada

T

Fonte: (AMENI,2015).
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6 DISCUSSAO

Em estudos prévios, na Dissertacdo de Mestrado (AMENI, 2011) avaliou-se
avaliamos a toxicidade preé-clinica da administracdo oral do extrato fluido de C.
sylvestris. Nesse estudo, verificamos que o extrato da planta ndo causou efeitos
toxicos, quando administrado em dose Unica de 2000mg/kg, bem como quando os
ratos foram submetidos a administracdo em doses repetidas, por 28 e 90 dias do
extrato da planta (60,120 e 240mg/kg), empregando-se o protocolo de avaliacdo de
toxicidade proposto pela Organization for Economic Cooperation and Development
(OECD, 1998, 2008).

Desta maneira, na presente pesquisa, seguiu-se investigando os possiveis
efeitos toxicos, da administracdo oral do extrato fluido de C. sylvestris na funcéo
hepética por meio da avaliagdo dos possiveis efeitos no estresse oxidativo hepatico
(avaliacdo do sistema antioxidante) e na inducéo ou inibicdo do complexo enzimatico
P450. A escolha deste protocolo se deve ao fato de que ja estd completamente
estabelecido que o figado desempenha papel primordial, particularmente na
biotransformacgéo de pro-farmacos, tornando-os biodisponiveis e, portanto, mais ou
menos eficientes, e, também, na eliminacdo de metabdlitos, que podem ser toxicos
ao organismo (PARKINSON, 2001).

Durante o processo de biotransformacéo hepatica pode haver a producéo de
espécies reativas de oxigénio (EROS) como 6xido nitrico (NO°), anion superéxido
(02, radical hidroxila (OH"), peroxila (ROQO") e alcoxila (RO’) e uma forma de
oxigénio singlete (*O,), que s&o resultantes do metabolismo de oxigénio,
fundamental em diversos processos fisiopatolégicos e bioquimicos, que séao
responsaveis por manter a sobrevivéncia e a homeostase celular (BARBOSA et al.,
2010). O desequilibrio entre a formagédo e a remocdo de EROs no organismo,
decorrente da diminuicdo dos antioxidantes enddégenos ou do aumento da geracéo
de espécies oxidantes, ou seja, alteracdes no sistema de defesa antioxidante, gera
um estado pré-oxidante que favorece a ocorréncia de lesdes oxidativas em
macromoléculas e estruturas celulares, processo esse conhecido como estresse
oxidativo, que pode culminar na morte celular (ROVER JUNIOR et al., 2001).

Para a analise dos efeitos do EF de C. sylvestris no estresse oxidativo, foram

dosadas as enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), as quais
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participam do sistema de defesa antioxidante enzimatico, agindo por meio de
mecanismo de prevencao, impedindo ou controlando a formacdo de EROs
(KORRAPATI; MEHENDALE, 2005). A SOD catalisa a dismutacdo do anion radical
superéxido (02°) a perédxido de hidrogénio (H,O,) e oxigénio (Oy); por outro lado, a
CAT atua na decomposicéo de H,O, a O, e 4gua (H.0). Desta forma, estas enzimas
evitam o acumulo 02" e H,0,, para que nao ocorra a producédo de radical hidroxil
(OH"), que é um poderoso agente oxidante que pode reagir com a maioria das
moléculas organicas e inorganicas na célula, incluindo DNA, proteinas, lipidios,
aminoacidos, aclcares e metais (BARBOSA et al.,, 2010). O OH’ ao reagir com
acidos graxos presentes nas membranas celulares e nas lipoproteinas, inicia um
processo em cadeia conhecido como peroxidacao lipidica ou lipoperoxidacéao (LPO),
que pode ser avaliado e utilizado como um indicador do estresse oxidativo celular
(LIMA; ABDALLA, 2001)

Neste estudo, verificou-se que a administragcdo do EF (240mg/kg) por seis
dias consecutivos ndo promoveu alteracdo do sistema de defesa antioxidante
hepatico, tanto em relacdo a SOD quanto a CAT. Além disso, ndo houve alteracao
nos resultados do potencial peroxidativo hepatico, uma vez que, que nado foi
observada diferenca entre os valores de TBARS obtidos neste parametro nos
animais provenientes do grupo controle e aqueles de animais que receberam
tratamento com EF da C. sylvestris. Desta forma, pode-se sugerir que o EF de C.
sylvestris ndo é um agente indutor de estresse oxidativo.

Ainda, neste estudo, foram avaliados o conteddo de glutationa reduzida
(GSH) e glutationa oxidada (GSSG). A glutationa é um potente antioxidante
endogeno, formado pela unido de trés aminoacidos (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) e
possui papel central na biotransformacéo, na eliminacdo de xenobidticos e na defesa
das células contra o estresse oxidativo (HUBER; ALMEIDA, 2008). Esta enzima
apresenta-se no organismo sob duas formas: a reduzida (GSH) e a oxidada (GSSG).
Ambas atuam direta ou indiretamente em muitos processos biolégicos importantes,
incluindo a sintese de proteinas, metabolismo e protecédo celular, sendo seu ciclo
regulado pelas enzimas: glutationa oxidase (GO), glutationa peroxidase (GPx) e a
glutationa redutase (GR). As GO e GPx catalisam a oxidagdo de GSH & GSSG e a
GR, é aquela responsavel pela regeneracdo de GSH, a partir de GSSG, na presenca
de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) (ROVER JUNIOR et al.,
2001). No figado, a principal forma de glutationa é a reduzida (GSH), que é o
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produto da agéo da GR sob a GSSG, sendo que esta forma de enzima representa
ao redor de 99% do total de glutationa presente no tecido hepatico, e a razdo GSH/
GSSG apresenta-se alta em condi¢des fisiologicas normais (KRETZSCHMAR,
1996).

Na presente pesquisa, verificou-se uma altera¢do no ciclo-redox hepatico da
glutationa nos animais tratados com EF da planta, pois estes ratos apresentaram
aumento significante da glutationa oxidada (GSSG), e diminuicdo da glutationa
reduzida (GSH) quando comparados aos valores obtidos das duas enzimas, obtidos
naqueles animais do grupo controle, apresentando, assim, baixa razdo GSH/GSSG.
Embora ndo tenha sido realizado estudo mais especifico referente ao efeito da EF
da C. sylvestris na glutationa redutase, € plausivel supor que pelo menos algum
principio ativo, da planta, possa ter interferido nesta enzima, alterando dessa
maneira, a intercorversao de GSH para GSSH. Além disso, deve-se salientar que as
reacOes que causam deplecdo de GHS, podem promover efeito deletério, somatorio
ou sinérgico se administrada em conjunto com outras drogas que provocam O
mesmo efeito, uma vez que a conjugacdo com a glutationa, na fase Il na
biotransformagcdo hepética, é um importante mecanismo de detoxificacdo de
xenobioticos, atuando em conjunto com as enzimas GPx e glutationa-S-transferase
(FORMAN; ZHANG; RINNA, 2009). Desta forma, estudos futuros sdo necessarios,
para melhor compreensédo da agédo da C. sylvestris, no ciclo-redox da glutationa,
principalmente no que diz respeito a interferéncia nos sistemas de biotransformacao
hepatica. Tal fato se reveste de grande importancia no que se refere a salde publica
e farmacovigilancia, haja vista que é pratica comum da populacdo, o emprego de
plantas medicinais, associado aos medicamentos convencionais. Portanto, a
alteracdo neste sistema de biotransformacao, poderia causar o comprometimento
desta fase da farmacocinética, promovendo, por exemplo, retardo no tempo de
biotransformagcédo e, consequentemente, da excrec¢do, tanto dos principios ativos
contidos na planta, bem como do medicamento, e consequentemente causar efeitos
toxicos e reacdes adversas (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

De fato, segundo NA et al. (2001), as interagcbes entre farmacos e
componentes quimicos presentes nas plantas e/ou nos fitoterdpicos podem causar
mudancas em relacdo a eficacia e/ou seguranca de ambos, uma vez que a
administracdo concomitante destes pode alterar os niveis de resposta bioldgica,

provocando a ampliacdo ou reducdo do efeito farmacoldgico esperado, devido as
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acbes sinérgicas ou antagoOnicas. Nesse sentido, sdo varios 0s estudos que
mostram, de maneira conclusiva, que a administracdo de plantas ou fitoterapicos,
concomitantemente com certos medicamentos convencionais, podem causar
significante interferéncia em varios processos atinentes a farmacocinética,
particularmente na biotransformacéo hepatica (fase 1), processo no qual as enzimas
do complexo citocromo P450, sdo as principais responsaveis, participando de cerca
de por 70 a 80% das reacdes (1ZZO; ERNST, 2009).

Os dados obtidos, neste estudo, mostraram que o EF da planta ndo produziu
efeito indutor ou inibidor de CYP. Portanto, é possivel sugerir que a C. sylvestris
pode ser associada aos medicamentos convencionais. No entanto, para se concluir
definitivamente sobre esta questdo sera necessaria a realizacdo de mais estudos
uma vez que, 0 processo da biotransformacdo depende ndo somente da
concentracdo de citocromo P450, mas também da propor¢do das isoformas de
citocromo P450, da afinidade pelo substrato, da reducdo do complexo droga-
citocromo P450 e da competi¢cdo entre substratos endogenos e exdégenos (ZANGER,;
SCHWAB, 2013). Essa futura avaliacdo se recobre de importancia ainda maior se for
considerado que no presente EF foram identificados os flavondides quercetina,
kaempferol e derivados. Ressalta-se que estes compostos podem ter efeito sobre a
biossintese e a modulacao (inibicdo ou estimulacdo) de isoformas especificas como
CYP1A1, CYP1A2, CYP3A4 (HODEK; TREFIL; STIBOROVA, 2002; MOON; WANG;
MORRIS, 2006). Aléem disso, sabe-se que a quercetina e o kaempferol podem ter
efeitos sobre as enzimas participantes da biotransformacéo de fase I, inteferindo na
atividade das enzimas glutationa-S-transferase, UDP-glucoronil-transferase e N-
acetiltransferase como também na microflora intestinal (HODEK; TREFIL;
STIBOROVA, 2002).

A principal caracteristica das plantas medicinais € a presenca de diversos
principios ativos que podem exercer efeitos terapéuticos devido a acao isolada ou
em sinergismo (YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001). Neste sentido, sabe-
se que a C. sylvestris, vem sendo amplamente estudada quanto as suas
propriedades terapéuticas como a antiulcerogénica, anti-inflamatéria, cicatrizante e
antitumoral, entre outras (FERREIRA et al., 2011). Porém, até o momento,
pesquisas que visam elucidar quais o0s principios ativos responsaveis pela acao
terapéutica, tanto em estudos experimentais, em animais de laboratério, quanto em

pacientes humanos, ainda sdo escassas (ARAUJO et al., 2014).
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Assim, foi também objetivo desta pesquisa, avaliar dois extratos de C.
sylvestris: fluido (EF) e metandlico (EM), juntamente com a fracdo diclorometano
(FDM) deste extrato, quanto a possivel atividade antiulcerogénica. Para tal,
empregou-se 0 modelo de inducdo de Ulcera por etanol acidificado. Este modelo ja
esta bem definido, sendo um dos principais ensaios empregados para avaliacdo de
compostos antiulcerogénicos (LAHIRI; PALIT, 2012). Como desdobramento deste
objetivo principal, também foi escopo do presente estudo procurar definir, se
caracterizado o efeito antiulcerogénico, quais compostos presentes nestes extratos
seriam 0s responsaveis por esta atividade.

Os dados obtidos na presente pesquisa claramente mostraram que ambos 0s
extratos EF e EM, assim como a fracdo FDM, apresentaram atividade
antiulcerogénica. Neste estudo, também foi possivel verificar que o EM e a fracéo
FDM mostraram-se mais potentes, uma vez que inibiram 100% do quadro ulcerativo
induzido pelo etanol-acidificado.

Em relacdo ao estudo fitoquimico, foram identificados no EF principalmente
compostos da classe dos flavonéides como quercetina, rutina e kaempferol e seus
derivados, enquanto que no EM e fracdo FDM, foram identificados &cidos graxos, e
compostos da classe dos terpenos como o espatulenol.

Dados de literatura mostram que os flavonéides podem exercer diferentes
acOes terapéuticas no trato gastrointestinal por meio de diferentes mecanismos de
acdo, como protecdo da mucosa gastrica contra agentes ulcerogénicos,
sequestrador de radicais livres e acdes antioxidantes, aumento da producédo de
muco, inibicdo de atividade secretoria e, ainda, inibicdo de crescimento da bactéria
Helicobacter pilori (BORRELLI; 1ZZO, 2000). De fato, os flavondides identificados na
C. sylvestris, no presente estudo: rutina, quercetina e kaempferol, sdo descritos
como agentes antitlcerogénicos, avaliados por diferentes modelos experimentais
como: inducédo por etanol e etanol acidificado, por estresse imobilizagcdo e imerséo
em agua, por antiinflamatorios ndo esteroidais, ligacdo de piloro e reserpina, (DI
CARLO et al., 1999; BORRELLI; 1220, 2000; LA CASA et al., 2000). Da mesma
forma, dados de literatura mostram que o sesquiterpeno espatulenol, identificado
tanto no EM quanto na fracdo FDM da planta, ja havia sido descrito na composi¢do
tanto do Oleo essencial de C. sylvestris quanto, nos Oleos essenciais de outras

plantas com atividade antitlcerogénica como Baccharis dracunculifolia, Croton
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cajucara, Pteridon emarginatus, entre outras (ESTEVES et al.,, 2011; ROZZA;
PELLIZZON, 2013).

Atualmente, os farmacos mais eficazes na supressao da secrecdo de acido
gastrico sdo aqueles que inibem a bomba de prétons (bomba H+/ K+- ATPase),
como por exemplo o lanzoprazol, medicamento aqui empregado como controle
positivo na avaliagdo dos efeitos antiulcerogénicos do EF. Por outro lado, sabe-se
gue medicamentos deste grupo podem ocasionar reacdes adversas graves como
trombocitopenia, nefrite intersticial aguda nefrotoxicidade e hepatotoxicidade,
reacOes anafilaticas ginecomastia e impoténcia; além disto, este grupo de
medicamentos possui custo elevado, ndo sendo assim, acessivel para a grande
maioria da populacdo brasileira e, portanto, inviabilizando o tratamento (YUAN;
PADOL; HUNT, 2006). Dessa forma, pode-se afirmar que o EF de C. sylvestris é
bastante promissor como agente antiulcerogénico considerando que este
apresentou maior protecao aos efeitos do etanol-acidificado quando comparado ao
lanzoprazol (90% vs 80% protecdo). Deve-se ainda, considerar que no estudo
toxicidade do EF da planta ndo foi observado nenhum sinal de toxicidade ou reacéo
adversa (AMENI, 2011), apresentando, assim, mais esta vantagem em relagdo aos
medicamentos antiulcerogénicos sintéticos usados tradicionalmente.

Cabe salientar que também se verificou neste estudo que o extrato
metandlico da C. sylvestris também se mostrou bastante promissor para 0 emprego
no tratamento da Ulcera; porém, para que seja possivel realizar a indicacao para o
uso clinico deste extrato € necessaria a conducdo de estudos de toxicidade preé-
clinica, para avaliar a seguranca deste.

A associacado dos dados provenientes da literatura, com os resultados aqui
obtidos, permite sugerir que a atividade antiulcerogénica da C. sylvestris, ndo estaria
relacionada a presenca de somente uma substancia ativa, mas sim devido ao efeito
sinérgico entre os diferentes compostos da classe dos flavondides bem como o de
terpenos presentes na planta. Esta hipotese corrobora o estudo de Donatini et al.,
(2009), no qual indica que os compostos flavondides bem como os terpenos,
apresentam atividade antitlcera. Vale ressaltar que atualmente estes compostos
vém sendo bastante estudados, com o objetivo de serem desenvolvidos novos
agentes terapéuticos para o tratamento de Ulceras gastricas (AWAAD; EL-MELIGY;
SOLIMAN, 2013; CHATTERJEE; BANDYOPADHYAY, 2014). Tais pesquisas visam

buscar farmacos mais eficazes, menos toxicos e de custo mais baixo.



90

O estudo fitoquimico realizado na presente pesquisa permitiu melhor
esclarecimento sobre o0s possiveis compostos, presentes na C. sylvestris, que séo
responsaveis pela atividade antiulcerogénica. Além disso, as informacfes das
analises fitoquimica aqui obtidas, forneceram dados importantes para o0
estabelecimento de quais os marcadores quimicos (principios ativos) que podem ser
utilizados para a padronizagédo e o controle de qualidade de fitoterapicos a base de
C. sylvestris. Salienta-se que até o presente momento ndo foi estabelecido um
extrato padronizado para o uso terapéutico, sendo atualmente preconizadas as
formas de infusdo e compressas (uso popular) pelo Formulario de Fitoterapicos da
Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2011). Além disso, salienta-se que a elaboragéo
de extratos secos padronizados permite assegurar maior estabilidade, facilidade de
manipulacéo, precisdo das doses, eficacia e seguranca da administracao da planta
(ALEXANDRE; GARCIA; SIMOES, 2005).

Outra proposta da presente pesquisa foi a de realizar um screening do
potencial antitumoral da C. sylvestris. Este estudo foi realizado, a partir de um
embasamento dos programas de prospeccdo do Instituto Nacional do Cancer dos
Estados Unidos (NCI), que preconiza que uma avaliacdo em diversos tipos de
células neoplasicas possibilita a descoberta de substancias com maior
especificidade para o tratamento de diferentes tipos de cancer, sendo assim mais
efetivo no tratamento (MONKS et al., 1991).

Neste sentido, de acordo com os protocolos propostos pelo NCI, para que se
considere um extrato bruto promissor para posterior isolamento, purificacdo e
elucidacéo estrutural dos principios ativos, sua IC50 (concentracdo do extrato que
induz 50% de lise ou morte celular) deve ser menor que 30ug/mL, e as amostras
testes IC50 < 4,0ug/mL séo classificadas como drogas de forte atividade
antineoplasica (RUBINSTEIN et al., 1990). De fato, os dados aqui obtidos mostram
que o EM de C. sylvestris apresentou efeito citotoxico para todas as linhagens
cancerosas testadas, apresentando valores de IC50 < 5ug/ml. Ainda, a partir do seu
fracionamento e posterior purificacdo, foi possivel obter compostos com atividade
citotoxica mais pronunciada. Além disso, foi possivel identificar no EM, um composto
majoritario, com estrutura molecular correspondente ao diterpeno clerodanico, o que
corrabora os estudos anteriores com esta planta, nos quais foram propostos serem

os diterpenos clerodanicos (casearinas e caseavestrinas) os principais compostos
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ativos responsaveis pela atividade antitumoral (ITOKAWA et al., 1988; ITOKAWA et
al., 1990; MORITA et al., 1991; FERREIRA et al., 2010).

O estudo bioguiado desde o extrato bruto até a subfracdo mais purificada,
realizado na presente pesquisa revela que o efeito citotOxico esteve presente em
todas as etapas, 0 que permite sugerir que este efeito ndo ocorreria devido somente
a um unico composto (ou seja, ao diterpeno clerodanico), mas sim devido a um
conjunto de substancias presentes na planta. Neste sentido, a literatura mostra que
outros compostos quimicos contidos na C. sylvestris, como sesquiterpenos,
monoterpenos, compostos fendlicos, entre outros, também estdo descritos como
importantes compostos com acdo antitumoral (XIA et al., 2015). Como exemplo, cita-
se o Oleo essencial da C. sylvestris contendo os compostos bicyclogermacrene, [3-
cariofileno, a-humuleno, espatulenol, germacreno B, a-pineno, germacreno D,
globulol, a-muurolol, os quais mostraram boa seletividade citotoxica frente a
linhagens tumorais celulares HelLa, A-549 e HT29 (SILVA et al., 2008). E notorio
concluir, a partir dos resultados aqui obtidos, juntamente com os dados da literatura,
que a C. sylvestris apresenta atividade antitumoral, portanto, encorajando a
prospeccao, de principios ativos, nela contidos, com potencial efeito antitumoral.

O uso racional de plantas medicinais deve ser fundamentado em evidéncias
experimentais comprobatorias de risco e beneficio através de ensaios que
comprovem a eficacia terapéutica bem como a avaliacédo da toxicidade (LAPA et al.,
2007).

Os dados obtidos neste estudo sobre os constituintes quimicos presentes no
extrato fluido da C. sylvestris, foram importantes para posterior padronizacdo do
mesmo e identificacdo dos marcadores biologicos relacionados a atividade
antitlcera. Além disso, essas informacgdes poderao ser utilizadas para realizacéo de
experimentos futuros, para melhor compreensdo do mecanismo de agcdo e também
na quantificacdo dos principios ativos necessarios para estabelecimento da dose a
ser utilizada para forma farmacéutica (posologia), assim como para realizacdo de
ensaios clinicos. E importante salientar que somente com a padronizacdo de um
fitoterapico e a realizagdo de todos os testes de eficacia e seguranca com este
extrato, é que sera possivel a confiabilidade dos resultados. Além disso, resultados
advindos do estudo de toxicidade indicam que o uso do EF concomitante com outros
medicamentos deve ser realizado com cautela, uma vez que foram observadas

possiveis interferéncias nos processos de detoxificacdo hepatica.
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7 CONCLUSOES

1. O EF de C. sylvestris ndo alterou a atividade das enzimas superoxido
dismutase e catalase, bem como ndo mostrou efeitos sobre a peroxidacédo lipidica
guando administrado por via oral, por seis dias consecutivos, nos ratos tratatados
com o extrato. Porém foram observadas alteracfes no ciclo-redox da glutationa,
observando-se a razdo GHS/GSSG diminuida;

2. O EF de C. sylvestris ndo mostrou efeito na inducéo ou inibicdo do complexo
enzimatico do citocromo P450;

3. Os extratos EF, EM e fracdo FDM mostraram efeito antiulcer6génico;

4. O EM de C. sylvestris, fracbes e subfracbes da planta mostraram atividade
citotoxica frente a todas linhagens celulares cancerosas (mama, coldn, cérvix e

pulmao) testadas;

5. No estudo fitoquimico foram identificados no EF compostos da classe dos
flavondides e no extrato metandlico compostos da classe dos terpenos e ambos

foram correlacionados a atividade antitlgerogénica.
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