diy M

=
Sz

= UFPIZ=—

A\

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
CAMPUS UNIVERSITARIO MINISTRO PETRONIO PORTELLA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Jurandy do Nascimento Silva

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E CITOTOXICA DE EXTRATOS DE PLANTAS
DO SEMIARIDO BRASILEIRO COM POTENCIAL PARA
DESENVOLVIMENTO DE FITOTERAPICOS

Teresina — Piaui
2015



Jurandy do Nascimento Silva

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E CITOTOXICA DE EXTRATOS DE PLANTAS
DO SEMIARIDO BRASILEIRO COM POTENCIAL PARA
DESENVOLVIMENTO DE FITOTERAPICOS

Dissertacdo submetida a Coordenacéo do Curso de
P6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas do
Departamento de Bioquimica e Farmacologia da
Universidade Federal do Piaui, como requisito para
a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas.

Orientador: Prof. Dr. Paulo Michel Pinheiro Ferreira

Teresina — Piaui
2015



Jurandy do Nascimento Silva

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E CITOTOXICA DE EXTRATOS DE PLANTAS
DO SEMIARIDO BRASILEIRO COM POTENCIAL PARA
DESENVOLVIMENTO DE FITOTERAPICOS

Dissertacdo submetida a Coordenacéo do Curso de
Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas do
Departamento de Bioquimica e Farmacologia da
Universidade Federal do Piaui, como requisito para
a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas.

Aprovada em / /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Paulo Michel Pinheiro Ferreira (Orientador)
Departamento de Biofisica e Fisiologia — UFPI

Profa. Dra. Antdnia Maria Das Gracas Lopes Citdé (Examinador interno)
Departamento de Quimica — UFPI

Profa. Dra. Mariana Helena Chaves (Examinador externo)
Departamento de Quimica — UFPI

Profa. Dra. Aldeidia Pereira de Oliveira (Examinador externo)
Departamento de Biofisica e Fisiologia — UFPI



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI

REITOR
Prof. Dr. José de Arimatéia Dantas Lopes

VICE-REITOR
Profa. Dra. Nadir do Nascimento Nogueira

PRO-REITOR DE POS—GRADUA(;AO
Prof. Dr. Helder Nunes da Cunha

DIRETORA DO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
Profa. Dra. Regina Ferraz Mendes

COORDENADOR DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS
Prof. Dr. Paulo Michel Pinheiro Ferreira

VICE-COORDENADOR DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS
Prof. Dr. Rivelilson Mendes de Freitas



Aos meus pais, Maria de Jesus e José
Luiz, por sempre acreditarem no meu
sucesso e terem me dado como heranga, um
dos bens mais valiosos, o estudo.

A minha esposa e amiga Daniella, pelo
amor, paciéncia e companheirismo em todos
0S momentos.

Ao meu filho Jo&o Victor razédo de viver,
pela auséncia em muitos momentos de sua

vida.



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais, esposa, irma, filho e demais familiares,
por todos seus incentivos, apoio e compresencao das auséncias muitas vezes
sentidas.

Ao meu orientador Prof. Dr. Paulo Michel Pinheiro Ferreira, agradeco
pelo incentivo, disponibilidade e confianga em mim depositada. Suas sugestoes
e conhecimentos compartilhados foram inestimaveis na elaboracdo desse
trabalho;

As Professoras Dra. Anténia Maria das Gracas Lopes Cit6 e Dra.
Mariana Helena Chaves e seus alunos, pela contribuicdo no desenvolvimento
desse trabalho com a cesséo das amostras vegetais;

A mestranda em quimica Bruna Nery pelos constantes auxilios e
trocas de informacoes;

Ao Prof. Dr. Alessandro de Lima pelo constante incentivo, e por ter
proporcionado inestimavel apoio na realizacdo dos ensaois antioxidantes
iniciais;

A Profa. Msc. futura Dra. Edna Chaves, pelas dicas e palavras de
apoio para concretizacdo de algumas ideias e esclarecimentos botanicos
muitas vezes solicitados;

A Profa. Dra. Claudia do O Pessoa (UFC) pela disponibilidade na
ajuda das analises antiproliferativas;

Ao Prof. Dr. Rivelilson Mendes de Freitas, pelo seu empenho frente
ao Laboratério de Pesquisa em Neuroquimica Experimental (LAPNEX), cuja
estrutura foi fundamental para a realizacdo deste estudo;

A todos os meus colegas de pds-graduacédo por todo companheirismo
e horas compartilhadas “essa questdo ndo tem resultado, s6 pode ta errada,
alguém fez???7?7?..........7;

Aos amigos George Laylson “issooo000...., exatamente...., vai dar
certo....” e Oscar Almeida “te mando ja...., pera..., se preocupe néao....” pela
enorme ajuda no desenvolvimento deste trabalho e pela amizade verdadeira

desde o inicio desta caminhada;



As irmas Katia Machado “que?....... ham? ...... ainda nao fiii?” e Keylla
Machado “como ta a dissertacao?...... ta com dificuldade em que?...... € assim
mesmo fiii .....”, #adoroelas;

A aluna de iniciacdo cientifica, futura bidloga e pesquisadora Mayté
Madeira pela amizade, dedicacdo e grande auxilio no desenvolvimento deste
trabalho;

Aos membros da banca, que gentilmente aceitaram o convite para
examinarem esta dissertacdo de mestrado;

A todos os professores do Curso de PoOs-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas da UFPI que, de alguma forma contribuiram para a realizacdo
deste trabalho;

A Coordenacdo do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas da UFPI pelo apoio e incentivo;

A todos os funcionéarios que prestam servicos no Nucleo de Tecnologia
Farmacéutica da UFPI, pelas descontracdes e constante auxilio;

A todos que, diretamente ou indiretamente, contribuiram para a minha
formacao pessoal e académica ou para a execucao deste trabalho;

A Universidade Federal do Piaui pela oportunidade de crescimento
intelectual e profissional;

E, principalmente, a Deus pelo dom da Vida, que com seus desafios e
mistérios nos convida sempre ao aprendizado, a superacdo e ao
aprimoramento.

A todos, meus sinceros agradecimentos !!!!



"Daqui a alguns anos vocé estara mais
arrependido pelas coisas que néo fez do que
pelas que fez. Entdo solte as amarras. Afaste-se
do porto seguro. Agarre o vento em suas velas.

Explore. Sonhe. Descubra.”

Mark Twain



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS ......ccoeieeeeeteeeeeeeeeee e 12
LISTA DE TABELAS . ...ttt e ettt e e e e e e et e e e e e e e e et bnreeaaeas 15
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt e e e e e ettt e e e e e e et bnreeaaeas 17
RESUMO ...ttt oottt oo oottt e e oo oo et ettt e e e e e e e e bbb et e e e e e e e e e rr e e aae s 20
A B ST R A C T ettt e e e oot e e e e e e e et a e e et e e e e e e e e e ra et e e e e e e e aana 21
L INTRODUGAO ..ottt ettt ettt e ettt teete et et eneereeae e 22
REFERENCIAS ...ttt ettt bbbttt ettt en e 26
2 OBUIETIVOS ...ttt ettt e ekttt e e e e kbt e e e et e e e e e nb b e e e e e nnrae e e e 30
2.1 ODJEtiVO GEeral.....cccoeiiiiiieiee 30
2.2 ODjJEetiVOS ESPECITICOS.....uueiiiiiiieiiiiitet ettt a e e e e 30
3 Atividade antitumoral de produtos oriundos de plantas do semiarido brasileiro: uma
FEVISEO MEAICINGAL ... 31
RESUMO ...ttt ettt oottt et e e e oo e s R bbbttt e e e e e e e et bbbttt e e e e e e e e bbb e e aaae s 32
AB ST RACT oottt e e ettt e e e e e e bt bt et e e e e e e e b b et e et e e e e e e e nrb b e et e e e e eaaanns 33
B.LINTRODUGAD. ..ottt ettt re et et e et eneeae e, 34
3.2 MATERIAIS E METODOS ......coiitiiiieiee ettt ettt an e 38
B.3 RESULTADOS ...ttt ettt e ettt e e et e e e e e sttt e e e e anbb e e e e e anbbe e e e e nnbaeaaean 39
3.4 DISCUSSAD. ...ttt s ettt ettt e ettt s e et s es e e 40
3.5 CONCLUSAD ..ottt ettt 52
REFERENCIAS ......oouioit ittt ettt ettt et ettt et e et et e st et e e teeae et et ensareane e 52
4 Triagem antioxidante e toxicoldgica de plantas do semiarido brasileiro ................... 59
RESUMO ...ttt e ookttt e ookt e e ookt et e e e e bbbt e e e e nb b e e e e e nbne e e e nees 60
ABSTRACT .ttt ettt ettt ettt e e oottt e e e o kb et e e oo h b et e e e e R b et e e e e h b et e e e nbr e e e e nrae s 61
4.1 INTRODUGAO........cuiietieeeteeeteee ettt ettt ea e es e es et e s te e ae s eae e 62
4.2 MATERIAIS E METODOS ...ttt ettt e e e e e ee e 65

4.2.1 Obtengao das amostras VEgeLaiS...........couuviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 65

4.2.2 Avaliagédo da capacidade antioxidante in VitrO..............ccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 69

4.2.3 Avaliagao da toxicidade aguda..............coeviiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 73
4.3 RESULTADOS ... et e e e e e et e e et e e et e e et e e et e eeannns 74

4.3.1 Capacidade antioXidante iN VItrO ............coouviiiiiiiiiiiiieeeeee 74

4.3.2 Avaliagao da toxicidade aguda..............ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiee 77
A.4 DISCUSSAOD ..ottt ettt sttt e s e s e st s s e et s s s e e 79
4.4.1 Capacidade antioxXidante iN VItrO .............iiiieiiiiieiiieis e e e e et eeeeeannees 79
4.4.2 Avaliagao da toXiCidade aQUOA..........ceveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiee ettt 81

4.5 CONCLUSAO . ...t e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e, 82


file:///H:/1%20Projeto%20PPGCF/DEFESA%20-%20Mestrado%20Jurandy%202015/Defesa%20Mestrado%20Jurandy%20-%202015.docx%23_Toc408315917
file:///H:/1%20Projeto%20PPGCF/DEFESA%20-%20Mestrado%20Jurandy%202015/Defesa%20Mestrado%20Jurandy%20-%202015.docx%23_Toc408315917
file:///H:/1%20Projeto%20PPGCF/DEFESA%20-%20Mestrado%20Jurandy%202015/Defesa%20Mestrado%20Jurandy%20-%202015.docx%23_Toc408315926

REFERENCIAS ..ottt e e e e e e e et e e et e e e e e e e e e e e e et e e e e e e eeeeeeeearneeaiaes 83

5 Citotoxicidade, quimioprevencao e perfil fitoquimico de extratos vegetais do

L=T T E= LA Lo [o I o = ST 1 1= 1 o B PP PPPPPPPPPPPPP 89
RESUMO ...ttt ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e s sttt et e e e e e e e e e e ns bbbt et e e e e e e e e e annrrrreeaaaens 90
FAN 2 2 I 3 AN O U PPRR O PPPPPPPPPPRR 91
5.1 INTRODUGAO ...ttt ettt ettt ettt et e et e ste et e et e e sessteeaeeaens 92
5.2 MATERIAIS E METODOS ...ttt ittt ettt ete ettt e sae e e e e saeareareeneens 94
5.2.1 Obtencao das amoStras VEJEIAIS ..........ceuuuiiiiiiieeeee e e et e e e e e e e 94
5.2.2 Atividade antiproliferativa em linhagens de células tumorais.............c.cceeevvviviiiieen e, 99
5.2.3 Determinagé&o da atividade hemolitica em eritrocitos de camundongos .................... 101

5.2.4 Toxicidade, citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade usando o teste (Allium

(o= T o= B T o o T PR 102
5.2.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)........ccccooiiiiiiiiiiiiiein e, 104
5.2.6 Avaliagdo da atividade antioxidante in VItrO.............cccuvvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 105

5.2.6.1 Peroxidacao lipidica por meio da determinacéo de substéncias acidas reativas

com 0 acido tiobarbitlrico (TBARS) ....uuuuiii i e e e e aannes 105

5.2.6.2 Remogao de radicais hidroxila (OH).........ccoiiiiiiieiiiiiiee i 106

5.2.6.3 Remocéo de radicais Nitrito (NO2) ..coooieiiiiiiiiiieeee e 107
5.2.7 Andlise espectroMEtriCa — UV-ViS ........coouiiiiiiiiiiiie et 108
5.2.8 Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA).........uuuiiieiiiiiiiiiiieiieee e 108
5.3 RESULTADOS ...ttt ettt ettt e e e sttt e e e e e st e e e e e anbb e e e e e anba e e e e e antneeeeaas 109
5.3.1 Atividade CItOIOXICA (MTT)..cceiiiiiiiiiieie ettt e e e e e e e e e e neeeee s 109
5.3.2 Atividade NEMOITTICA .......eeiiiieiiiiiiiiii e 114
5.3.3 Toxicidade, citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade (em células
meristematicas de AllIUM CEPA) .....uvuuiiiiiieeiii et e e aa s 115
5.3.5 Avaliagdo da atividade antioxidante in VitrO.............ccoevviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 119
5.3.4 Anadlise espectromeétrica UV-VIS ... 122
5.3.5 Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA).........cccuvviiiieiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeee 124
5.4 DISCUSSAD ...ttt s et e s 125
5.4.1 Citotoxicidade contra células tumorais e atividade hemolitica.............ccccccevvvvvvvennnn. 125
5.4.2 Toxicidade, citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade (Allium cepa)............. 129
5.4.3 Perfil fltOQUIMICO ..cceeeiieeieeeeeeeee e 131
5.4.4 Atividade antioXidante iN VILrO..........oeuiiieiiiiiis e e e 133
5.5 CONCLUSAOD . .....ccuiiiiiiiteiiieie ettt ettt s et s et st se st sese s s ese e s esenens 135
REFERENCIAS ..ottt ettt ettt ettt et e et e et e e seeaeeaeeaeetestareaaeeaes 136

6 Estudo prospectivo sobre propriedades antineoplasicas de plantas da familia

Fabaceae com énfase na espécie Mimosa caesalpiniifolia Benth. (Sabia).................. 145


file:///H:/1%20Projeto%20PPGCF/DEFESA%20-%20Mestrado%20Jurandy%202015/Defesa%20Mestrado%20Jurandy%20-%202015.docx%23_Toc408315942
file:///H:/1%20Projeto%20PPGCF/DEFESA%20-%20Mestrado%20Jurandy%202015/Defesa%20Mestrado%20Jurandy%20-%202015.docx%23_Toc408315942
file:///H:/1%20Projeto%20PPGCF/DEFESA%20-%20Mestrado%20Jurandy%202015/Defesa%20Mestrado%20Jurandy%20-%202015.docx%23_Toc408315972
file:///H:/1%20Projeto%20PPGCF/DEFESA%20-%20Mestrado%20Jurandy%202015/Defesa%20Mestrado%20Jurandy%20-%202015.docx%23_Toc408315972

RESUMO ...ttt e e e e e et e e e e e e e e e e e e nrr s 146

AB ST R A T i e e e et e e e e n s 147
6.1 INTRODUGAO......coouiiuieteeieeieeee ettt ettt ettt et et seete et e et et enssteeaeetenseneareeees 148
6.2 MATERIAIS E METODOS .....cuoiiiiieieeieeeee ettt ettt ne e sae et eneaaeanes 149
6.3 RESULTADOS E DISCUSSAOD ....coovetiiiiiietiietesie ettt ettt 150
8.4 CONCLUSAOD ..ottt ettt ettt ettt teeae st et et ereaaeaaes 157
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt ettt ae et e et et e s eseeaesaeete et et aneaaeaaes 158
APENDICE Aottt et ettt ettt et e et et te et et et et eneareaaens 162
AN X O A e e e et e et e e e e e e e e r s 164

ANEXO B it e e et e e e et e e nrnn s 166


file:///H:/1%20Projeto%20PPGCF/DEFESA%20-%20Mestrado%20Jurandy%202015/Defesa%20Mestrado%20Jurandy%20-%202015.docx%23_Toc408315980
file:///H:/1%20Projeto%20PPGCF/DEFESA%20-%20Mestrado%20Jurandy%202015/Defesa%20Mestrado%20Jurandy%20-%202015.docx%23_Toc408315981
file:///H:/1%20Projeto%20PPGCF/DEFESA%20-%20Mestrado%20Jurandy%202015/Defesa%20Mestrado%20Jurandy%20-%202015.docx%23_Toc408315982

107
AAPH
ABTS
ANOVA
ANVISA
CAT
CCDA
CDKs
CEso
Clso
CIS
Clso
DLso
DMSO
DNA
DPPH
EDTA
E.P.M.
EPO
EREs
ERNs
EROs

E.EtOH

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Oxigénio singleto
2,2’-azobis[2-metilpropionamidina]dihidrocloreto
acido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico
Analise de variancia

Agéncia Nascional de Vigilancia Sanitaria
Catalase

Cromatografia em camada delgada analitica
Ciclin Dependent Kinase

Concentracao Eficaz 50%

Concentracgao Inibitoria 50%

Comisséao Internacional de Saude
Concentracéo Letal 50%

Dose Letal 50%

Dimetilsulfoxido

Acido desoxirribonucleico
2,2-difenil-1-picrilhidrazila

Acido etilenodiaminotetracético

Erro padrdo da média

European Patent Office

Espécies reativas derivadas de enxofre
Espécies reativas derivadas de nitrogénio
Espécies reativas derivadas de oxigénio

Extrato etanélico



GPx
H202
HCT-116
HL-60

HO,

IMt
MTT
NCI-US
NO
NO,’
NPS
Oy

"OH
OMS
OVCAR-8
R%
RPM
RPMI
SF-295
SOD
SUS

TBARS

Glutationa peroxidase

Peroxido de hidrogénio

Carcinoma colorretal

Leucemia promielocitica humana

Radical hidroperoxila

indice genotoxico

indice mitotico

indice mutagénico

Brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazodlio
National Cancer Institute of United States
Oxido nitrico

Radical nitrito

Nitroprussiato de sédio

Anion superéxido

Radical hidroxila

Organizacdo Mundial de Saude
Carcinoma do ovéario

Porcentagem de reducao dos radicais livres
Rotagéo por minuto

Roswell Park Memorial Institute Medium
Glioblastoma

Superoxido dismutase

Sistema Unico de Saude

Substancias reativas com o acido tiobarbitlrico



TEAC Capacidade antioxidante total equivalente ao Trolox
Trolox 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-4cido carboxilico
UV-Vis Ultravioleta visivel

WIPO Word Intellectual Property Organization



CAPITULO |

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

CAPITULO Il

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

CAPITULO Il

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

LISTA DE TABELAS

Estimativas para o ano de 2014 das taxas brutas de incidéncia
cancer por sexo e regioes brasileira............ccccvvvvviiiiiiiiiiieeeeeenn.

Total de artigos pesquisados nas bases de dados por
PAlAVIAS-CRAVE.......cciiiiiiiiii i

Espécies vegetais com ocorréncia ha regido semiarida
brasileira citadas em trabalhos etnofarmacolégicos com
potencial acao citotoxica e/ou antitumoral...............cccevvvvieennnn.

Espécies vegetais utilizadas no estudo...........ceeveeeeeeeeeeininiinnn,

Valor TEAC (capacidade antioxidante total equivalente ao
Trolox®) e % de protecéo pelos métodos ABTS e DPPH...........

Concentracao letal (CLsg) em ensaio de toxicidade aguda
utilizando como bioindicador o microcustaceo Artemia salina
avaliada apés de 24h de exXpOoSICa0. ........cceevvivriiiiieeriiiiiiieaeens

Espécies vegetais utilizadas no estudo...........cccceevvvveeeeieeeeennnnn,

Linhagens celulares tumorais humanas testadas no ensaio do

Triagem da atividade citotdéxica in vitro de 36 extratos e
fracbes de plantas pertencentes a diferentes familias do
semiarido brasileiro e do isolado acido betulinico contra trés
linhagens de células tumorais...........cccceeeeeeeeiiiiiiiieece e,

Atividade citotOxica in vitro e seus respectivos valores de Clsg
de extratos e fragcbes de plantas pertencentes a diferentes
familias do semiarido brasileiro e do isolado acido betulinico
contra quatro linhagens de células tumorais utilizando ensaio
de MTT apos 72 h de iNCUDAGAO...........euveieeiiiiiieeiiiiiiiis

Atividade hemolitica de extratos e fragcbes de plantas
pertencentes a diferentes familias do semiérido brasileiro

36

40

50

66

75

78

96

101

110

113

114



Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

CAPITULO IV

Tabela 1

Tabela 2

frente a eritrécitos de camundongos Swiss (Mus musculus)
apos 1h de INCUDAGEOD. .......cceiii i

indice de fases em células em divis&o, indice mitético e indice
mutagénico em espécimes de Allium cepa expostos a fragéo
diclorometano da casca da Mimosa caesalpiniifolia nas
concentracdes de 10, 25 e 50 pg/mL apds 72 h de exposicéo..

indice de aberragbes cromossomicas e indice genotdxico em
espécimes de Allium cepa expostos a fracdo diclorometano da
casca da Mimosa caesalpiniifolia nas concentracdes de 10, 25
e 50 ug/mL apos 72 h de eXpoSICAOD...........ccevvevervvriiiniiiiineeeennn,

Concentracdo eficaz necessaria para causar 50% do efeito
méaximo esperado nos ensaios antioxidantes in vitro,
empregando os métodos de remocdo de radicais hidroxila
(*OH), remocéao de radicais nitrito (NO,°®) e substancias acidas
reativas com o acido tiobarbitdrico (TBARS)..........ccccveereernnnneee.

Depésitos de patentes por bases e palavras-chave
(T3]0 {81572 Lo F= 1 SRR

Total de artigos cientificos por base e palavras-chave
(T3]0 [ 57z Lo F= L U PRSPRRR

116

118

121

152



INTRODUCAO
Figura 1

CAPITULO |

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4
CAPITULO Il

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

CAPITULO IlI

Figura 1

LISTA DE FIGURAS

Regido do semiarido brasileiro..........ccccevvvvviiviiiiiiiiiiiiee e

Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais
incidentes estimados para 2014 no Brasil por

Exemplo do processo tipico para a descoberta de novas
MOIECUIAS NALUFAIS.........coeeii i

Alguns compostos naturais e derivados de produtos naturais
utilizados no tratamento dO CANCET.........cceveviiiiiiiiieeeeiiiiiiiies

Moléculas dos andalogos semi-sintéticos de camptotecina
com atividade antitumoral............ccccooeeiiiiiieiiiiii

Fluxograma do procedimento de obtencdo dos extratos e
fracOes utilizadas No eStudo............cccooviiiiiiiiiiiiiici e,

Molécula do &cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-
4cido carboxilico (TroIOX®)......viveeeeeeeeee oo

Cation radical ABTS™ - 2,2-azobis-(3-etilbenzotiazolina-6-
SUIFONALO)....cce e

Curva de calibracdo-resposta da inibicAo da solucdo de
Trolox® em etanol (0,05 a 0,8 mM/mL) frente ao cétion
radical ABTS™ apds 30 minutos de reagao.........c..ccceeeeuenen.

Molécula do radical livre DPPH’ - 2,2difenil-1-picril-hidrazila..

Curva de calibracdo-resposta da inibicdo da solucdo de
Trolox® em etanol (0,002 a 0,125 mM/mL) frente ao radical
DPPH’ ap6s 30 Minutos de reacao.........cccocvveeeenvereenieveneeane

Fatores envolvidos na carCinOgENESEe. ..........uvvvvveiiiiiiieneeeeennn.

26

37

43

45

46

68

69

70

71

72

73

93



Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Fluxograma do procedimento de obtencdo dos extratos e
fracOes utilizadas N0 eStUdO............cceeeeviiiiiiieee e

Conversao do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazélio (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas
mitocondriais presentes nas ceélulas metabolicamente
ALIVAS. .ottt a e e e

Estrutura molecular do acido betuliniCo........coveuvveeiiiiiiiin.

Tamanho das raizes em espécimes de Allium cepa
expostos a fragdo diclorometano da casca da Mimosa
caesalpiniifolia nas concentracbes de 10, 25 e 50 pg/mL
apos 72 h de eXpPOSICAD.........ccccvvvviiviiiiiiiiiee e,

Fotomicrografias de aberragcdes cromossémicas em células
de Allium cepa expostas em diferentes concentracdes da
fracdo diclorometano da casca da Mimosa caesalpiniifolia
apo0s 72 h de eXpOSICAD..........cccvvvriiviiiiiiiie e,

Cromatograma da fragcdo diclorometano da casca da
Mimosa caesalpiniifolia, do padréo acido betulinico e de sua
CO-INJECA0 €M HPLC........oioieeeee e

Capacidade antioxidante da fracdo diclorometano da casca
da espécie Mimosa caesalpiniifolia (0,9-7,2 pug/mL) frente a
inibicdo de radicais hidroxila (*OH), diminuicdo de niveis de
TBARS e producédo de nitrito (NO2°)........ccovcvvveeiiiieeeeirieeee,

Capacidade antioxidante do extrato etandlico das folhas da
espécie Combretum duarteanum (0,9-7,2 pg/mL) frente a
inibicdo dos radicais hidroxila (*OH), diminuicdo de niveis de
TBARS e producéo de nitrito (NO2°)........ccovvviveeiiiriieeeciiee e,

Perfil no UV-Vis da fracdo diclorometanica da casca da
Mimosa caesalpiniifolia. A = 200 a 500 nm, concentragao de

Perfil no UV-Vis do extrato etanolico das folhas de
Combretum duarteanum. A = 200 a 800 nm, concentracao
de 150 PG/ML..cii e

Cromatoplaca da fragcéo diclorometano da casca da Mimosa
caesalpiniifolia e do extrato etandlico das folhas de
Combretum duart@anUm............oooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e

98

100

105

115

117

119

120

121

123

123



CAPITULO IV

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Mimosa caesalpiniifolia Benth.............ccccoos

Distribuicdo por Classificagdo Internacional de Patentes
(CIP) encontradas nas bases WIPO e EPO..........c..ceeeeeeeee.

Publicacdes de artigos cientificos para as combinac¢des das
palavras-chave: Fabaceae e (Neoplasia ou Cancer) e
Mimosa e (Neoplasia ou Cancer) na base Scopus.................

Areas cientificas relacionadas as publicagbes para as
combinagdes das palavras-chave: Fabaceae e (Neoplasia
ou Cancer) e Mimosa e (Neoplasia ou Cancer), na base

153

156



Atividade Antioxidante e Citotéxica de Extratos de Plantas do Semiarido
Brasileiro com Potencial para Desenvolvimento de Fitoterapicos. JURANDY DO
NASCIMENTO SILVA. Orientador: Dr. Paulo Michel Pinheiro Ferreira. Defesa de
Mestrado. Programa de Poés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas. Centro de
Ciéncias da Saude. Universidade Federal do Paiui, 2014.

RESUMO

O bioma Caatinga situado na regido semiarida brasileira se destaca com um numero
consideravel de espécies vegetais utilizadas empiricamente por suas propriedades
terapéuticas. Partindo dessa informacao esse trabalho teve como objetivo investigar
a atividade antioxidante e o potencial citotoxico de amostras obtidas a partir de
plantas endémicas da regido semiarida brasileira. No estudo inicial de reviséo,
concluiu-se que poucas sdo as espécies que foram e/ou estdo sendo pesquisadas
com vista ao seu potencial antineoplasico apesar da gama de espécies presente na
regido em estudo. No ensaio antioxidante utilizando o cation radical 2,2-azobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS™), os extratos etanodlicos das folhas das
espécies Combretum mellifluum e Terminalia actinophylla apresentaram os melhores
resultados, com capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) igual a 31,4
mM de Trolox/g. No ensaio utilizando o radical 2,2-difenil-1picril-hidrazil (DPPH), a
fracdo aquosa dos galhos da espécie Oxandra sessiliflora apresentou maior valor
TEAC com 3,5 mM de Trolox/g. No estudo da toxicidade aguda com Artemia salina,
a fracdo diclorometano das folhas da espécie Anadenanthera colubrina revelou uma
ClLso de 23,75 pg/mL. A fracdo diclorometano da casca da espécie Mimosa
caesalpiniifolia se mostrou a mais promissora nos ensaios citotéxicos, apresentando
Clsp variando entre 4,7 a 7,1 upg/mL para as linhagens humanas SF-295
(glioblastoma), OVCAR-8 (carcinoma do ovério), HL-60 (leucemia promielocitica) e
HCT-116 (carcinoma colorretal) no teste de MTT, no teste utilizando células vegetais
de Allium cepa essa fracdo também apresentou toxicidade, citotocixidade e
genotixicidade significativa, ja a analise da cromatografia liquida de alta eficiéncia
essa fragcdo revelou a presenca significativa do &cido betulinico. Apenas trés
amostras exibiram atividade hemolitica, apresentando uma CEsg entre 13,2 a 48,5
pug/mL, a fracdo hexanica da casca da espécie Platonia insignis e os extratos
etandlicos das folhas das espécies Combretum mellifluum e Terminalia actinophylla.
O extrato etanolico da folha da espécie Combretum duarteanum, apresentou melhor
atividade antioxidante in vitro por meio da capacidade de remocao de radicais
hidroxila, do Oxido nitrico e reducdo do acido tiobarbitarico. A espectroscopia de
varredura (UV-Vis) e a analise por cromatografia em camada delgada analitica se
mostraram como uma ferramenta util na identificacao inicial de algumas classes de
metabdlitos secundarios, como terpenoides e flavonoides. O levantamento
prospectivo sobre espécie Mimosa caesalpiniifolia mostrou que as patentes foram
depositadas em maior numero nas bases WIPO (Word Intellectual Property
Organization) e EPO (European Patent Office), com classificacdo internacional
principalmente do tipo A61K (ciéncia médica ou veterinaria e higiene) e A23L
(alimentos, produtos alimenticios ou bebidas n&o alcodlicas). As producbes
cientificas estdo alocadas principalmente nas areas da medicina, farmacologia,
toxicologia e farmacéutica e bioquimica, genética e biologia molecular, com apice de
publicacdes a partir de 2010.

Palavras-chave: Anticancer. Citotoxidade. Prospeccéo. Mimosa caesalpiniifolia



Antioxidant and Cytotoxic Activity of Plant Extract the Brazilian Semiarid with
Potential for Development of Herbal Medicines. JURANDY DO NASCIMENTO
SILVA. Advisor: Dr. Paulo Michel Pinheiro Ferreira. Master'ss defense. Post-
Graduate Program in Pharmaceutical Sciences. Center for Health Sciences. Federal
University of Piaui, 2014.

ABSTRACT

The Caatinga biome located in the Brazilian semiarid region stands out with a
considerable number of plant species used empirically for its therapeutic properties.
From this information this study aimed to investigate the antioxidant activity and the
cytotoxic potential of samples obtained from endemic plants of the Brazilian semiarid
region. The beginning-review study, it was concluded that there are few species that
have been and/or are being researched with a view to potential anticancer despite
the range of this species in the study area. In the antioxidant test using the cation
radical 2,2-azobis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate) (ABTS™), the ethanol extracts of
leaves of species Combretum mellifluum and Terminalia actinophylla showed the
best results, with equivalent antioxidant capacity to Trolox (TEAC) equal to 31.4 mM
Trolox/g. In the test using the radical 2,2-diphenyl-1picril-hydrazyl (DPPH), the
agueous fraction of the branches of Oxandra sessiliflora species showed higher
TEAC value with 3.5 mM Trolox/g. In the study of acute toxicity to Artemia salina, the
dichloromethane fraction of the leaves of the species Anadenanthera colubrina
revealed a LCsg 23.75 pg/mL. The dichloromethane fraction from the bark of Mimosa
caesalpiniifolia species proved the most promising in cytotoxic assays, with ICsg
ranging from 4.7 to 7.1 pg/mL for human lines SF-295 (glioblastoma), OVCAR-8
(ovarian carcinoma), HL-60 (promyelocytic leukemia), and HCT-116 (colon
carcinoma) in the MTT assay, using the test plant cells of Allium cepa this fraction
also showed toxicity, genotoxicity citotocixidade and significant, as the analysis of the
high performance liquid chromatography this fraction revealed the significant
presence of betulinic acid. Only three samples exhibited hemolytic activity, with an
ECso of 13.2 to 48.5 ug/mL, the hexane extract from the bark of Platonia insignis
species and ethanol extracts of the leaves of Combretum mellifluum species and
Terminalia actinophylla. The ethanol extract of Combretum duarteanum species leaf,
showed better antioxidant activity in vitro by removing capability of hydroxyl radicals,
nitric oxide and reduced thiobarbituric acid. The scan spectroscopy (UV-Vis), and
analysis by analytical thin layer chromatography proved to be a useful tool the initial
identification of certain classes of secondary metabolites such as flavonoids and
terpenoids. The prospective survey of species Mimosa caesalpiniifolia showed that
patents were deposited in greater numbers in bases WIPO (Word Intellectual
Property Organization) and EPO (European Patent Office), with mainly international
classification of A61K type (medical or veterinary science and hygiene) and A23L
(food, food products and non-alcoholic drinks). Scientific productions are mainly
allocated to the areas of medicine, pharmacology, toxicology and pharmaceutical and
biochemistry, genetics and molecular biology, with publications summit from 2010.

Keywords: Anticancer. Cytotoxicity. Prospecting. Mimosa caesalpiniifolia



22
1 INTRODUCAO

As populacdes humanas convivem com uma grande diversidade de
espécies vegetais, desenvolvendo maneiras particulares de explora-las para
distintas finalidades, usando-as como alternativa de sobrevivéncia. Dentre
estas, do repertério cultural, destaca-se o conhecimento sobre a utilizacdo de
plantas para fins terapéuticos (OLIVEIRA et al., 2010). Estima-se que 40% dos
medicamentos disponiveis na terapéutica atual foram desenvolvidos de fontes
naturais, sendo 25% a partir de plantas, 13% de microorganismos e 3% de
animais (CALIXTO, 2003). Atualmente a Organizagdo Mundial de Saude
chegou a compreensdo da importancia dessa biodiversidade, como sendo
capaz de oferecer solucdes terapéuticas acessiveis, para a maioria da
populacdo mundial (DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2014).

Alguns constituintes quimicos presentes nos extratos de plantas
medicinais podem responder majoritariamente pela atividade biolégica, embora
sua forma de acdo seja normalmente conjugada a determinada bioatividade.
Portanto, costuma-se destacar as principais propriedades bioldgicas e
farmacoldgicas de classes fitoquimicas:

a) Saponinas, com atividade hemolitica, molusquicida, antinflamatoria,
antifangica, antibacteriana, antimicrobiana, antiparasitaria, citotoxica e
antitumoral, antiviral, entre outras (SPARG et al., 2004);

b) Compostos fendlicos, apresentando capacidade antioxidante de neutralizar a
atividade de radicais livres gerados no organismo, com associacfes a
prevencdo de diversas doencas cronicodegenerativas como diabetes, cancer e
processos inflamatorios inibindo também o risco das doencas cardiovasculares
(ROCHA et al., 2011);

c) Taninos, caracterizados como compostos fendlicos, apresentam atividade
antioxidante e antinfecciosa, acdo antibacteriana, antifungicida e
antiprotozoaria, na reparacdo de tecidos, regulacdo enzimatica e protéica,
estimulacdo das células fagociticas e acao tumoral (ROBBERS et al., 1997);
em processos de cura de feridas como pequenas ulceracdes, queimaduras e
inflamacdes (SIMOES et al., 2001);

d) Catequinas pertencem a um grupo de polifendis e apresentam uma série de

atividades biologicas como antioxidante, quimioprotetora, termogénica,
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antinflamatoria e anticarcinogénica (SCHMITZ et al., 2005);
e) Esterdides, envolvidos no desenvolvimento e no controle do sistema
reprodutor humano, funcionando como cardiotonicos, precursores de vitamina
D, anticoncepcionais orais, agentes anti-inflamatérios e agentes anabolizantes
(ROBBERS et al., 1997);
f) Terpenos, reconhecidos pelos efeitos anti-inflamatorios, analgésicos,
cardiovasculares e antitumorais (FERREIRA et al., 2010, 2011);
g) Cumarinas, utilizadas no tratamento de doencas de pele, como psoriase,
dermatoses, vitiligo, laxante e antitumoral (MILITAO et al., 2012);
h) Alcaldides, bastante conhecidos devido a atividades farmacologicas
marcantes da morfina e a tubocurarina, sendo principio ativo de importante
anestésico atual (CUNHA; FILHO, 2009);
i) Flavondides, classe dos compostos fendlicos com atividade antioxidante,
antiproliferativa e anti-inflamatéria (MUSCHIETTI; MARTINO, 2009);
antiulcerogénica e antimicrobiana (LOPES et al., 2000); antialérgica,
hepatoprotetora, antitrémbica, antiviral e anticarcinogénica (MIDDLETON
JUNIOR et al., 2000).

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, estimada em cerca de
20% do numero total de espécies do planeta. Esse imenso patrimbnio genético
tem, na atualidade, valor econdmico-estratégico inestimavel em varias
atividades, mas € no campo do desenvolvimento de novos medicamentos onde
reside sua maior potencialidade. A utilizacdo de plantas medicinais reflete a
realidade de parte da populacéo brasileira, cujo limitado acesso aos programas
de saude pulblica levou ao desenvolvimento e conservacdo de um
conhecimento etnofarmacobotanico rico de informacdes (SANTOS et al., 2008).
Apesar desse enorme potencial, existe um grande desconhecimento sobre a
biodiversidade brasileira, tornando o uso dos produtos naturais e plantas
medicinais fragmentario e escasso. Menos de 1% da flora brasileira teve seus
usos potenciais corretamente investigados e sua imensidade é praticamente
desconhecida em termos quimicos (GARCIA, 1995).

O Ministério da Saude tem a investigacao das propriedades terapéuticas
das plantas medicinais como uma de suas prioridades e implantou a fitoterapia
como pratica oficial da medicina, orientando as Comissfes Interinstitucionais

de Saude (CIS) a buscarem sua inclusdo no Sistema Unico de Satide (SUS).
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Para que essa inclusdo ocorra € essencial que os profissionais da area de
saude conhecam as atividades farmacoldgicas e a toxicidade das plantas
medicinais de cada bioma brasileiro, de acordo com os costumes, tradi¢cbes e
condicdo socioecondmica da populacdo. Alguns trabalhos ja sédo realizados em
estados como o Ceara com o objetivo de desvendar o uso de plantas
medicinais pela populagdo, encontrando uma alta prevaléncia de uso (SILVA et
al., 2006).

Nesse contexto, plantas medicinais com atividade anticancer tém
chamado atencdo de institutos farmacéuticos a medida que cientistas
percebem que elas sdo uma fonte quase infinita para o desenvolvimento de
drogas e que na maioria das vezes apresentam baixa toxicidade, apresentando
pouco ou nenhum efeito colateral (WANG et al.,, 2006). Enquanto drogas
sintéticas contra o0 cancer causam uma morte ndo especifica das células,
alguns produtos de origem vegetal oferecem acdes protetoras e terapéuticas,
com baixa citotoxicidade e beneficios para pessoas imunocomprometidas
(GALVEZ et al., 2003; REDDY et al., 2003). Houghton et al. (2007) afirmam
gue uma parte significativa das descobertas de farmacos nos ultimos quarenta
anos tem sido focada em agentes para prevenir ou tratar o cancer, ja que na
maioria dos paises desenvolvidos e, cada vez mais nos paises em
desenvolvimento, o cancer esta entre as trés causas mais comuns de morte e
morbidade.

O cancer é caracterizado como um conjunto de quase 200 tipos de
enfermidades complexas, de carater proliferativo, mutacional, de crescimento
celular aberrante e descontrolado, em que células animais, de varios tipos
presentes em um mesmo microambiente, geralmente se espalham pelos
tecidos e Orgaos adjacentes (metastase) para regides distantes do organismo.
Essas propriedades geralmente sdo ocasionadas por um acumulo de mutacdes
herdadas ou induzidas (radicais livres, luz ultravioleta, microrganismos) em
oncogénes, genes supressores e nos genes reparadores de DNA (acido
desoxirribonucleico), o que caracteriza o cancer como doengca genética
(KUMAR et al., 2004; GRIVICICH et al., 2007; INCA, 2014; ROSKOSKI, 2014).

O tratamento para cancer varia de acordo com o tipo e a gravidade da
doenca. Estes tumores podem ser tratados com cirurgia, radioterapia,

quimioterapia ou, ainda, com a combinacdo dessas técnicas. A quimioterapia,
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diferente da cirurgia e da radioterapia, €é utilizada em tratamento sistémico, ou
seja, que atua em todo corpo, a base de farmacos que impedem a reproducéo
celular e, consequentemente, levam as células malignas a morte. Estes
farmacos podem ser ministrados isoladamente (monoquimioterapia) ou
combinados (poliquimioterapia), sendo que a ultima apresenta resultados mais
eficazes, pois consegue maior resposta a cada aplicacao, diminuindo o risco de
resisténcia aos farmacos e conseguindo atingir as células em diferentes fases
do seu ciclo (SOUZA, 2004).

O século XX apresentou um avanco extraordinario na terapéutica
antineoplasica e quimiopreventiva principalmente baseada em produtos
naturais provenientes de plantas e microrganismos (NEWMAN; CRAGG, 2007;
FARIAS et al., 2013). A histéria dos medicamentos anticAncer esta intimamente
relacionada aos produtos naturais, sendo que mais de 60% dos medicamentos
utilizados tem em alguma instancia sua origem relacionada a uma fonte natural.
Porém, a grande heterogeneidade das células tumorais dificultam o tratamento
e facilita a manifestacdo de resisténcia, fatores que estimulam a pesquisa por
novos quimioterapicos (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

Diante da grande importancia que as substancias vegetais representam
na pratica clinica antineoplasica, da vasta biodiversidade brasileira, as plantas
do Semiéarido Brasileiro e de seu principal bioma — Caatinga — surgem como
excelentes fontes de substancias com promissor potencial quimiopreventivo,
antioxidante e citotoxico (RIBEIRO et al.,, 2014). A regido do semiéarido
brasileiro (Figura 1) est4 praticamente incluida no Nordeste do pais e
apresenta a mais diversa dentre as paisagens brasileiras, tanto em relacédo a
geomorfologia quanto aos tipos de vegetacdes. E uma das cinco regides
geopoliticas na qual o pais esta dividido, e compreende nove Estados, sendo
gue oito deles estéo incluidos na regido semiarida: Piaui, Ceara, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia, além do Norte de
Minas Gerais (Regido Sudeste) (QUEIROZ et al., 2006; FARIAS et al., 2013).
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Figura 1 - Regido do semiérido brasileiro.
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Fonte: Adaptado de Saboya (2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a atividade antioxidante e o potencial citotéxico de amostras
obtidas a partir de plantas do semiarido brasileiro.

2.2 Objetivos Especificos

e Revisdo sobre o uso de plantas endémicas da regidao semiarida brasileira
estuda e/ou utilizadas como antitumorais.

¢ Avaliar a capacidade antioxidante in vitro de extratos e fracdes vegetais por
meio de uma triagem inicial pelos métodos ABTS e DPPH.

e Determinar a toxicidade aguda utilizando o microcrustaceo Artemia salina
como bioindicador.

e Avaliar a atividade antiproliferativa in vitro em linhagens de células tumorais
e a atividade hemolitica em eritrécitos de camundongos.

e Avaliar a toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade da(s)
amostra(s) com resultados citotoxicos promissores por meio do teste Allium
cepa.

e Determinar os valores de CEsp das amostras citotoxicas mais promissoras
utilizando os métodos de inibicdo de radicais hidroxila (‘OH), diminuicdo de
niveis de TBARS e producéo de nitrito (NOy).

e Realizar a caracterizagdo fitoquimica das amostras com resultados
promissores nos ensaios citotéxicos por meio de cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA), analise espectrométrica UV-VIS e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC).

e Fazer um levantamento bioprospectivo sobre a espécie vegetal Mimosa

caesalpiniifolia Benth.
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RESUMO

Atualmente h& uma busca crescente por novas substancias com propriedades
terapéuticas a partir de plantas com o emprego de variados estudos quimicos,
farmacolégicos e toxicologicos. O numero de casos de cancer tem aumentado
de maneira consideravel em todo o mundo, configurando-se, na atualidade,
como um dos mais importantes problemas de saude publica mundial.
Pesquisou-se em teses e artigos cientificos originais e gratuitos publicados nas
bases eletrénicas de dados: Scopus, Science Direct, PubMed e Scielo nos
idiomas inglés, portugués e espanhol, coletados entre os meses de fevereiro e
novembro de 2014, utilizando os seguintes pares de palavras-chave: plantas
medicinais, antitumoral, semiarido. As bases com maiores numeros de
resultados para as buscas foram a Scopus e Science Direct, apresentando
maior nimero de publicac6es no idioma inglés. A combinacdo das palavras
chaves “Plantas medicinais e Antitumoral” apresentou maior numero de
resultado para a maioria das bases pesquisadas, com excecao da base Scielo
com maior numero de publicacbes envolvendo a combinacdo das palavras
chave “Plantas medicinais e Semiarido”. Pode-se concluir com os dados
levantados nesse trabalho que diante da gama de espécies endémicas do
bioma semiarido brasileiro, poucas sdo as espécies que foram e/ou estdo
sendo pesquisadas com vista ao seu potencial uso como fontes naturais
antineoplasicas. Logo, ha a necessidade da avaliacdo de novas espécies e de
uma melhor avaliacdo do perfil farmacoldgico dessas espécies ja em estudo,
principalmente no que diz respeito ao potencial citotéxico e dos metabolitos

responsaveis por essa atividade.

Palavras-chaves: Antitumoral. Plantas medicinais. Semiarido brasileiro
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ABSTRACT

There are currently a crescent search for new substances with therapeutic
properties from plants with the use of various chemical, pharmacological and
toxicological studies. The number of cancer cases has increased considerably
worldwide, configuring, today as a major global public health problems.
Researched up for theses and scientific articles original and free published in
electronic databases: Scopus, Science Direct, PubMed and Scielo in english,
portuguese and spanish languages, collected between february and november
2014, using the following pairs of words Tags: medicinal plants, antitumor,
semiarid. Bases with larger numbers of results for searches were Scopus and
Science Direct, featuring the largest number of publications in the English
language. The combination of the key words "Medicinal plants and Antitumor”
the greatest number of results for majorities of surveyed foundations, with the
exception of the base Scielo with the highest number of publications involving
the combination of keywords "Medicinal plants and semiarid." Can conclude
from the data obtained in this work on the range of species endemic to the
Brazilian semi-arid biome are the few species that have been and/or are being
researched with a view to their potential use as anticancer natural sources.
Therefore there is the need for assessment of new species and a better
assessment of the pharmacological profile of these species already studied,
especially with regard to the cytotoxic potential and metabolites responsible for
this activity.

Keywords: Antitumor. Medicinal plants. Brazilian semiarid
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3.1 INTRODUCAO

As pesquisas denominadas “estado da arte” ou “estado do
conhecimento” sdo realizadas com o desafio de mapear e de discutir a
producdo académica em diferentes campos do conhecimento, sendo
reconhecidas por aplicarem uma metodologia de carater inventariante e
descritivo da producdo académica e cientifica sobre o tema que busca
investigar. E necessario reconhecer o aspecto cumulativo do conhecimento
cientifico, ou seja, € importante tomar como base os avancos ja realizados e,
por que ndo, as limitagbes dos estudos anteriormente dedicados ao tema. Por
esta razdo é quase impossivel pensar uma monografia, uma dissertacdo, uma
tese ou outro trabalho académico ou cientifico sem a necessaria revisdo de
literatura (FERREIRA, 2002; MOREIRA, 2004).

Atualmente h& uma busca crescente por novas substancias com
propriedades terapéuticas a partir de plantas com o emprego de variadas
indicagcbes de uso, estudos quimicos, farmacolégicos e toxicolégicos. A
fitoterapia, ciéncia que estuda as plantas medicinais e suas aplicacdes na cura
das doengas, encontra-se muito presente na medicina popular e constitui a
base dos estudos da Etnofarmacologia, ciéncia voltada para sistemas
tradicionais de tratamento que surgem das relacdes entre povos e plantas e
que fundamenta a busca por principios ativos, empregados muitas vezes pelo
homem sem embasamento cientifico. Existe ainda um interesse renovado em
pesquisas com produtos naturais devido a vasta biodiversidade da flora do
planeta e a auséncia de descobertas de novos farmacos alternativos para
tratamento de doencas crbnicas, como o cancer, diabetes, hipertensdo e
desordens neurodegenetvias (ELISABETSKY, 2001; MACIEL et al., 2002;
BUTLER, 2004; FERREIRA et al., 2014).

O céncer € um grupo de doencas caracterizado pelo crescimento e
disseminacdo descontrolada de células. E causado por fatores externos
(organismos infecciosos, produtos quimicos e radiacdo) e fatores internos
(mutacdes hereditarias, hormonios, condicbes imunolégicas e mutacbes que
ocorrem a partir de metabolismo). Esses fatores causais podem agir em

conjunto ou em sequéncia para iniciar ou promover o desenvolvimento da
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doenca. Geralmente, sdo necessarios dez anos ou mais de intervalo entre a
exposicao a fatores externos e a deteccao do cancer (ACS, 2013).

O numero de casos de cancer tem aumentado de maneira consideravel
em todo o mundo, principalmente a partir do século passado, configurando-se,
na atualidade, como um dos mais importantes problemas de saude publica
mundial (GUERRA et al., 2005).

A Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC - Agency for
Research on Cancer) da OMS estima que houve 14,1 milhdes de casos novos
de cancer e um total de 8,2 milh6es de mortes por cancer, em todo o mundo,
no ano de 2012. A incidéncia do cancer continuara aumentando nos paises em
desenvolvimento e crescerd ainda mais em paises desenvolvidos se medidas
preventivas nao forem amplamente aplicadas (INCA, 2014).

No Brasil a problematica do cancer ganha relevancia pelo perfil
epidemiologico que essa doenca vem apresentando, e, com isso, 0 tema
conquista cada vez mais espac¢o nas agendas politicas e técnicas de todas as
esferas de governo (INCA, 2014).

De acordo com o INCA (2014) a estimativa de incidéncias de cancer
para o ano de 2014, que é vélida também para o ano de 2015, aponta para a
ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos novos de cancer, incluindo os
casos de pele ndo melanoma, reforcando a magnitude do problema do cancer
no pais (Tabela 1). Sem considerar os casos de cancer de pele ndo melanoma,
estimam-se 395 mil casos novos, 204 mil para o sexo masculino e 190 mil para
sexo feminino. Em homens, o tipo mais incidente sera o cancer de préstata e

nas mulheres, o de mama (Figura 1).
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Tabela 1 - Estimativas para o ano de 2014 das taxas brutas de incidéncia cancer por sexo e regifes brasileira.

Estimativa dos casos novos

Localizagé@o primaria da Homens Mulheres
neoplasia maligna Estados Capitais Estados Capitais
Casos Taxa bruta Casos Taxa bruta Casos Taxa bruta Casos Taxa bruta

Prostata 68.800 70,42 17.540 82,93 - - - -
Mama feminina - - - - 57.120 56,09 19.170 80,67
Colo do Utero - - - - 15.590 15,33 4.530 19,20
Traqueia, brénquio e pulmao 16.400 16,79 4.000 18,93 10.930 10,75 3.080 13,06
Célon e reto 15.070 15,44 4.860 22,91 17.530 17,24 5.650 23,82
Estdmago 12.870 13,19 2.770 13,07 7.520 7,41 2.010 8,44
Cavidade oral 11.280 11,54 2.220 10,40 4.010 3,92 1.050 4,32
Laringe 6.870 7,03 1.460 6,99 770 0,75 370 1,26
Bexiga 6.750 6,89 1.910 8,91 2.190 2,15 730 2,97
Esbfago 8.010 8,18 1.460 6,76 2.770 2,70 540 0,00
Ovario - - - - 5.680 5,58 2.270 9,62
Linfoma de Hodgkin 1.300 1,28 410 5,72 880 0,83 420 8,64
Linfoma ndo Hodgkin 4.940 5,04 1.490 6,87 4.850 4,77 1.680 7,06
Glandula tireoide 1.150 1,15 470 1,76 8.050 7,91 2.160 9,08
Sistema nervoso central 4.960 5,07 1.240 5,81 4.130 4,05 1.370 5,81
Leucemias 5.050 5,20 1.250 5,78 4.320 4,24 1.250 5,15
Corpo do utero - - - - 5.900 5,79 2.690 11,24
Pele melanoma 2.960 3,03 950 4,33 2.930 2,85 1.150 4,57
Outras localizagbes 37.520 38,40 9.070 42,86 35.350 34,73 8.590 36,49
Subtotal 203.930 208,77 51.100 241,30 190.520 187,13 58.710 248,46
Pele ndo melanoma 98.420 100,75 19.650 92,72 83.710 82,24 22.540 95,26
Todas as neoplasias 302.350 309,53 70.750 334,08 274.230 269,35 81.250 343,85

Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10. Incidencia por 100 mil habitantes e do numero de casos novos de cancer segundo sexo e localizagédo
primaria.
Fonte: INCA (2014).



Figura 1 - Distribuigéo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2014 no Brasil por sexo.
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Localizacdo primaria casos novos % Localizacdo primaria casos novos %
Préstata 68.800 22,8% Mama Feminina 57.120 20,8%
Traqueia, Bronquio e 16.400 5,49, Hlomens Mulheres ., ¢ Reto 17.530 6,4%
Pulméo
Colon e Reto 15.070 5,0% Colo do Utero 15.590 5,7%
- Traqueia, Brénquio e
Estémago 12.870 4,3% Pulmao 10.930 4,0%
Cavidade Oral 11.280 3,7% Glandula Tireoide 8.050 2,9%
Eséfago 8.010 2,6% Estémago 7.520 2,7%
Laringe 6.870 2,3% Corpo do Utero 5.900 2,2%
Bexiga 6.750 2,2% Ovario 5.680 2,1%
Leucemias 5.050 1,7% Linforma ndo Hodgkin 4.850 1,8%
Sistema Nervoso Central 4.960 1,6% Leucemias 4.320 1,6%

Distribuicéo por sexo, exceto pele ndo melanoma. Numeros arredondados para 10 ou mdltiplos de 10.

Fonte: INCA (2014).
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A terapéutica do cancer baseia-se, de forma geral, na associacdo da
resseccdo cirargica dos tumores com a quimioterapia e/ou tratamento
radioterapico. Muitos estudos estdo sendo realizados com o objetivo Unico de
aumentar a eficiéncia da quimioterapia. Alguns protocolos em andamento que
fazem uso da combinacdo de diversos agentes antineoplasicos estao
conseguindo resultados com indices surpreendentes de cura de até 90%. No
entanto, varios tumores sélidos ainda néo dispdem de tratamento adequado. O
carcinoma de pulméo, um dos mais frequentes em todo o mundo, apresenta
respostas modestas a todos os esquemas quimioterapicos disponiveis. Como a
monoterapia apresenta apenas resposta parcial em 15% a 20% dos casos e
com as associacdes terapéuticas nado ultrapassa de 40% a 50%, é necesséria a
busca de novas alternativas medicamentosas para melhorar a eficacia do
tratamento de doencas neoplasicas avancadas Por outro lado, a morbidade
associada aos quimioterapicos ainda é um obstaculo significativo (COSTA-
LOTUFO et al., 2010).

A maioria dos quimioterdpicos tem origem ou sdo baseados em
moléculas provenientes de plantas ou animais. Desde 1500 a.C., os produtos
naturais tém sido reconhecidos como detentores de potencial anticancer
(BUTLER, 2004; NEWMAN; CRAGG, 2012). A descoberta de farmacos
antineoplasicos de facil administracdo e com poucos ou insignificantes efeitos
colaterais € uma das principais metas buscadas pelos pesquisadores da area
de oncologia farmacolégica, tornando-se importante a informagdo sobre os
aspectos bioquimicos, quimicos e biologicos destes quimioterapicos em
potencial.

O presente trabalho apresenta, portanto, uma revisdo sobre a
potencialidade anticancer de produtos naturais isolados de plantas de modo a
proporcionar uma fonte de informacdo atualizada para os interessados em
desenvolver pesquisas na area e guiar a organizacdo do conhecimento que

possibilite o desenvolvimento de fitoterapicos com agéo antitumoral.

3.2 MATERIAIS E METODOS

Para uma revisdo completa e confiavel, apenas recursos primarios foram

usados. Os bancos de dados pesquisados para a elaboracdo do estudo foram:
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Scopus, Science Direct, PubMed e Scielo nos idiomas inglés, portugués e
espanhol, coletados entre os meses de fevereiro e novembro de 2014,
utilizando como critério de sele¢cdo dos artigos com eventual informacdo
relevante para o estado da arte, os seguintes pares de palavras-chave
combinadas: plantas medicinais, antitumoral, semiarido nos idiomas portugués,
inglés e espanhol. Além disso, ndo foi estabelecido intervalo de tempo limite
para as publicagbes o que garantiu a obtencdo de um numero maior de
referéncias dentro dos critérios estabelecidos. Os critérios de excluséo
definidos para a selecdo dos artigos foram: artigos publicados em outros
idiomas, publicacbes repetidas nas bases de dados ou ndo totalmente

disponiveis ou cujo resumo néo retratasse a teméatica da revisao.

3.3 RESULTADOS

Em relacdo as terminologias utilizadas - plantas medicinais, antitumoral
e semiarido - foram encontrados um total de 3.132 artigos por meio da busca
com as palavras-chave conforme descrito na Tabela 2, dos quais foram
selecionados apenas artigos que atenderam aos critérios de inclusdo do
estudo. As bases com maiores niameros de resultados para as buscas foram a
Scopus e Science Direct, apresentando maior nimero de publicagbes no
idioma inglés. A combinagdo das palavras chaves “Plantas medicinais e
Antitumoral” apresentou maior numero de resultado para a maioria das bases
pesquisadas, com excecao da base Scielo com maior nimero de publicacdes
envolvendo a combinagdo das palavras chave “Plantas medicinais e

Semiarido”.
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Tabela 2 - Total de artigos pesquisados nas bases de dados por palavras-chave.

Bases de dados

Palavras chaves

Scopus Sc!ence PubMed Scielo TOTAL
Direct
Plantas m.e,d.lcmals e 74 29 4 10 117
Semiarido
Plantas med|C|na|s e 2 840 92 72 9 3013
Antitumoral
Plz.i,nt.as medlc.lnals, 0 1 0 0 1
Semiarido e Antitumoral
TOTAL 2.914 122 76 19 3.132

3.4 DISCUSSAO

O conhecimento das propriedades medicinais das plantas tem sido o
foco da investigacdo cientifica ao redor do mundo gracas aos grandes avangos
gue a ciéncia tem proporcionado ao desenvolvimento da fitoquimica moderna e
da quimica medicinal associado a chamada era pés-gendmica (VALLI et al.,
2012).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que entre 65 a 80% da
populacdo mundial dependa do uso de plantas medicinais como Unica forma de
terapia para as mais diversas doencas, principalmente devido aos custos da
alopatia moderna atual. No Ocidente, o consumo de plantas medicinais vem
aumentando substancialmente, onde aproximadamente 40% da populagdo faz
uso regular de preparacdes fitoterapicas. O uso popular ocorre principalmente
nas formas de infusGes, decoctos, tinturas e alcoolaturas obtidos na maioria
das vezes do modo artesanal. Somado a isso, a crescente aceitacdo da
fitoterapia por parte dos profissionais da saude tem estimulado o uso pela
populacdo. Porém, muitas preparacdes a base de plantas medicinais sdo
comercializadas sob o rétulo de serem produtos naturais, as quais muitas
vezes ndo possuem qualidade comprovada e acabam sendo repassadas aos
usuarios com uma falsa conotacéo de que séo inécuas ou seguras. Além disso,

existe no mundo um apelo ao consumo de produtos naturais, embora, na
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maioria das vezes, suas indicacdes terapéuticas possuam fundamentacao
apenas em habitos e costumes e as propriedades farmacoldgicas a eles
atribuidas ainda ndo tenham comprovacdo se quer em testes pré-clinicos
(VEIGA JUNIOR et al., 2005; SEEFF, 2007; FRANCA et al., 2008; SILVEIRA et
al., 2008; OLIVER, 2010).

No geral, muitos trabalhos utilizam os termos “fitoterapicos” e “plantas
medicinais” como sinbnimos. Entretanto, as plantas medicinais possuem nas
suas estruturas substancias com acao terapéutica que por ventura podem vir a
ser precursores de farmacos semi-sintéticos ou matérias-primas de
medicamentos, enquanto fitoterdpicos sdo produtos farmacéuticos obtidos a
partir do preparo da planta para uso em uma formulagdo. Logo, existem
regulamentacdes sobre o0s ensaios toxicoldgicos de fitoterapicos para fins de
registro do medicamento, que incluem a determinacéo da toxicidade pré-clinica
empregando estudos de toxicidade aguda com dose Unica ou fracionada,
obtencdo da relacdo dose-resposta e da dose letal 50% (DLsp), estudo de
toxicidade de longa duracdo com doses repetidas, verificacdo de alteracdes
comportamentais, bioguimicas e fisiolégicas e exames anatomopatologicos e
de genotoxicidade quando se tratar de um medicamento de uso continuo o que
motiva e norteia a realizacdo de ensaios toxicoldgicos pré-clinicos com
derivados de plantas medicinais (GOMES et al., 2001; BRASIL, 2004).

Segundo a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) 14 de 2010 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, fitoterapico é uma classe
de medicamento que emprega exclusivamente matéria-prima vegetal ativa
caracterizada pela reprodutibilidade e constancia da sua qualidade e que
possui eficacia e seguranca comprovada por parametros estabelecidos pela RE
90 de 2004, resolucao especifica que apresenta um guia para realizacdo de
estudos de toxicidade pré-clinica com fitoterapicos (BRASIL, 2004).

A descoberta de medicamentos a base de plantas resultou
principalmente no desenvolvimento de agentes anti-infecciosos e antitumorais
e continua a contribuir para a entrada de novos compostos em ensaios clinicos
(OLIVEIRA et al., 2010; SHAH et al., 2013).

O investimento em pesquisas por novos quimioterapicos reflete as altas
taxas de incidéncia e de mortalidade por cancer. Em paises desenvolvidos, um

em cada cinco 6bitos é decorrente de neoplasias, propor¢do que equivale a
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10% nos paises em desenvolvimento. Estes paises, entretanto, ja concentram
cerca de 55% dos novos casos de cancer que surgem anualmente no mundo
(WHO, 2002). Diante da urgente necessidade de novas alternativas
antitumorais, este estudo revisou as propriedades citotoxicas e antitumorais
das plantas medicinais e espécies presentes no nordeste brasileiro.

A descoberta de produtos naturais com propriedades biologicas tem
seguido um via tradicional: alvos sao focados em extratos brutos de plantas e
no caso de existirem evidéncias de atividade, 0s extratos sdo fracionados e o
composto ativo é isolado e identificado. A descoberta de medicamentos a partir
de plantas medicinais tem sito tradicionalmente demorada e metodologias mais
rapidas e melhores para a coleta das plantas, triagem, bioensaios, isolamento
de compostos, e desenvolvimento compostos devem ser usados (ROUHI;
WASHINGTON, 2003). Logo, uso empirico e milenar de plantas medicinais por
parte da populacdo desperta o interesse de muitos pesquisadores objetivando
conhecer sobre novas moléculas que possam ser usadas na terapéutica
(FOGLIO et al., 2006). A selecao de plantas para pesquisa e desenvolvimento
(P&D), baseada na alegacdo feita por seres humanos a um dado efeito
terapéutico, pode ser valioso na economia de tempo e gastos para a
descoberta de novos farmacos. Neste contexto, o uso tradicional pode ser
encarado como uma pré-triagem quanto a propriedade terapéutica (isso nao
implica em admitir que plantas medicinais ou remeédios caseiros sejam
destituidos de toxicidade) (ELISABETSKY, 2001).

Como demostrado na Figura 2, o processo tipico para a descoberta de
novas moléculas naturais costuma passar por etapas tradicionalmente
conhecidas desde a producdo de extratos (possuindo geralmente entre 10 -
100 componentes), concentracdo e fracionamento até a purificacdo de uma
molécula. Uma alternativa eficaz para diminuir o tempo necessario para o
isolamento do principio ativo € a selecdo de amostras fracionadas a partir do
extrato (LAM, 2007).
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Figura 2 — Exemplo do processo tipico para a descoberta de novas moléculas
naturais.

84 plantas medicinais citadas

como sendo antitumoral

64,29% nao existem

l I

estudos
35,71% com estudos
farmacolégicos
3 extratos com 21,431%, com estudo in 14,28% somente com estudos
avaliacdes clinicas vitro e in vivo (18 espécies) in vitro (12 espécies)

10 moléculas com , .
32 moléculas isoladas
estudos in vivo

1 molécula com

avaliaces clinicas

Fonte: adaptado de Melo et al. (2011).
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Ao longo da histéria, os produtos vegetais e seus analogos modificados
tém sido ricas fontes de medicamentos antineoplasicos, desempenhando,
assim, um papel importante na assisténcia farmacéutica. Através da
bioprospeccdo de 114 mil extratos oriundos de aproximadamente 35 mil
espécies de plantas, o Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos
(National Cancer Institute of United States, NCI-US) identificou importantes
compostos antitumorais tais como paclitaxel, docetaxel, flavopiridol,
vimblastina, vincristina, vindesina, camptotecina, irinotecano, etoposideo e
tenoposideo (DEWICK, 1996; WANG, 1998; SRIVASTAVA et al., 2005; SHAH
et al., 2013). De fato, cerca de 64% das drogas utilizadas atualmente na
quimioterapia do céancer sdo de origem natural, incluindo produtos naturais ou
substancias derivadas de protétipos naturais (Figura 3) (NEWMAN; CRAGG,
2012).

Os distintos mecanismos de acdo dos antineoplasicos derivados de
plantas, tais como interagdo com DNA, inibicdo enzimética e interacdo com
outras proteinas visam a interrupcao do ciclo celular de células cancerosas,
tendo como a caracteristica farmacolégica mais desejada o maximo de

distingdo entre estas células malignas e normais (BRANDAO et al., 2010).
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Figura 3 - Alguns compostos naturais e derivados de produtos naturais utilizados no
tratamento do cancer.

CH5

i

OH 0

C toteci
a) Camptotecina b) Flavopiridol

e) Teniposido f) Vinblastina

Fonte: PDB (2014).
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O composto camptotecina demonstrou promissora atividade antitumoral
em ensaios clinicos preliminares, atuando como inibidor da sintese de &cidos
nucleicos em células de mamiferos e um potente indutor de quebras das
cadeias de DNA cromossd6mico, mas apresenta também baixa solubilidade e
reacgdes adversas a medicamentos. E um alcaléide isolado a partir da arvore
chinesa Camptotheca acuminata. Varios andalogos semi-sintéticos de
camptotecina tém demonstrado atividade antitumoral como o topotecano e
irinotecano (Figura 4), que demonstraram acao contra carcinomas de mama,
figado e préstata (HSIANG et al., 1985; SRIVASTAVA et al., 2005; PDB, 2014).

Figura 4 - Moléculas dos analogos semi-sintéticos de camptotecina com atividade
antitumoral.

Topotecano Irinotecano

Fonte: Adaptado de Srivastava et al. (2005).

Flavopiridol € um flavondide sintético baseado originalmente em
compostos purificados de Dysoxylum binectariferum, uma planta originaria da
india muito utilizada na medicina popular. Ele funciona inibindo quinases, e
interferindo na divisdo celular e causando apoptose em células cancerosas. E
Investigado para tratamento de linfomas e de leucemia linféide e canceres de
esobfago, pulméo e figado (SEDLACEK et al., 1996; PDB, 2014).

Roscovitina é um derivado de olomucine, originalmente isolado a partir
dos cotilédones do rabanete Raphanus sativus L. (Brassicaceae), mas que
agora € produzido sinteticamente. Estimulou o interesse para tratamento do

cancer em virtude da sua inibicAdo da CDKs (Ciclin Dependent Kinases -
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Quinases dependentes de ciclina), que desempenham um papel importante na
progresséo do ciclo celular (CRAGG; NEWMAN, 2005).

O Paclitaxel (Taxol®) é um diterpenéide complexo polioxigenado isolado
da casca de Taxus brevifolia (Taxaceae) indicado, atualmente, como primeira
linha e posterior na terapia para o tratamento de carcinoma avancado de
ovario, e outros canceres, incluindo os de mama. Inicialmente, o paclitaxel
(Taxol®) mostrou resultados promissores nas fases | e Il em céanceres de
pulmdo, ovario, mama e carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescoco e foi aprovado pelo FDA para tratamento de metastase de carcinoma
de ovario (EISENHAUER; VERMORKEN, 1998). Apesar de ter sido a droga
mais vendida no ano de 2000, o paclitaxel apresenta baixa biodisponibilidade
devido a baixa solubilidade em agua (SCHIFF et al., 1979) e causa fortes
nauseas, formigamento nos pés e maos, leucopenia e trombocitopenia. Alguns
anos depois surgiu o Docetaxel (Taxotere®), um anélogo estrutural com
propriedades farmacoldgicas melhores que o taxol (atividade antitumoral e
solubilidade aquosa), sendo usado no tratamento de pacientes com metastase
avancada de cancer de mama e de pulmdo, embora cause supressao da
medula 6ssea, reacdes de hipersensibilidade, vomitos e alopecia (RINGEL;
HORWITZ, 1991). Com solubilidade 1.800 vezes maior que o paclitaxel, a pro-
droga Isotaxel surgiu como uma molécula inativa, mas ap6s 12 min em pH
fisiolégico ocorre a conversao do isotaxel a taxol (HAYASHI et al., 2003). Ja o
Nab-paclitaxel (ABI-007; Abraxane®) é uma nova formulacdo do paclitaxel que
dispensou o uso do cremofor como solvente, diminuiu os efeitos colaterais
(neuropatia periférica e neutropenia, principalmente) e aumentou a eficacia do
tratamento quando comparada ao paclitaxel e docetaxel (ISMAEL et al., 2008).

Ha alguns anos foi relatada a presenca do paclitaxel em uma espécie
vegetal africana (Dacrydioides gracilior Pilger) pertencente a familia
Podocarpaceae, sendo o primeiro relato da presenca deste composto em
plantas fora da familia Taxaceae (WANI et al., 1971; STAHLHUT et al., 1999;
PDB, 2014).

O Teniposideo é um derivado semi-sintético da podofilotoxina, a
principal substancia ativa da resina de podofilina, a qual se origina de plantas
das espécies Podophyllum peltatum e Podophyllum emodi. A podofilotoxina

revelou capacidade em causar parada do ciclo celular na metéfase devido ao
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bloqueio irreversivel da atividade catalitica da DNA topoisomerase Il. O
complexo molécula - DNA topoisomerase Il induz quebras na cadeia dupla do
DNA e impede a reparacgdo por topoisomerase Il. As quebras acumuladas no
DNA evitam gue as células entrem na fase mitotica do ciclo celular e conduzem
a morte celular por apoptose. As moléculas podofilotoxina, tenoposideo e
etoposideo tem mostrado atividade citotoxica e antitumoral experimental e
clinicamente comprovadas para tumores de Wilms, de pulmé&o, linfomas,
leucemia aguda, pulmé&o, cérebro e contra varios canceres genitourinarios
(ovério, bexiga e teratomas) (DIAS et al., 2006; PDB, 2014).

A vinblastina € um alcal6ide da vinca estruturalmente constituido por
duas unidades semelhantes: vindolina e catarantina que teve suas
propriedades antitumorais reconhecidas no final da década de 1960.
Inicialmente, extratos da planta Catharanthus roseus foram investigados por
causa de propriedades hipoglicemiantes, mas foram observadas supressao da
medula em ratos e efeitos antileucémicos in vitro. Moléculas estruturalmente
semelhantes tais como a vindesina, vinorelbina e vincristina interferem na
polimerizacdo normal dos microtubulos do fuso mitético e do citoesqueleto e
tem sido usado no tratamento de tumores de rins, testiculos, cabeca e
pescoco, coriocarcinomas, leucemia linfocitica aguda, pulmdo e mama
(SRIVASTAVA et al., 2005; PDB, 2014).

Por meio da aquisicdo de novas tecnologias, melhor compreenséo dos
mecanismos responsaveis pela progressao do cancer e da acédo dos farmacos,
algumas dessas moléculas citadas anteriormente foram descartadas por nédo
apresentarem atividade satisfatéria em testes clinicos, ou elevada toxicidade,
estdo sendo novamente investigadas e/ou modificadas quimicamente na
tentativa de obtencédo de protétipos mais adequados do ponto de vista da
toxicidade, solubilidade em agua e biodisponibilidade (BRANDAO et al., 2010).
Logo, a pesquisa por novos substancias com potencial antitumoral € uma
constante exigéncia de grande importancia para a saude publica. Andlises
criteriosas apontaram um cendério com grande heterogeneidade de formacdes
vegetais e alta diversidade de espécies quando se compara o semiarido
brasileiro com outros estudos desenvolvidos no mundo (LEAL et al., 2003).

Essa abundéancia de nichos e associa¢des biolégicas sugere também que
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exista uma grande quantidade de substancias farmacologicamente ativas ainda
pouco estudadas (FARIAS et al., 2013).

Cinco tipos de vegetacdes brasileiras apresentam uma abundancia de
plantas nativas com caréncia de estudos quimicos e farmacoldgicos completos:
floresta amazénica, mata atlantica, cerrado, pantanal e caatinga. Esta ultima é
predominante na regido semiarida do nordeste brasileiro (BRITO; BRITO,
1993).

Na Tabela 3, estdo citadas algumas espécies vegetais com ocorréncia
na regido nordeste brasileira, relatadas em levantamentos etnofarmacoldgicos

gracas as suas indicacdes de uso como antitumorais.
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Tabela 3 - Espécies vegetais com ocorréncia na regido semiarida brasileira citadas em
trabalhos etnofarmacoldgicos com potencial acéo citotoxica e/ou antitumoral.

Espécie

Parte utilizada

Referéncia

Amaranthaceae

Chenopodium ambrosioides L.

Anacardiaceae

Myracrodruon urundeuva Allem.

Apocynaceae
Himatanthus drasticus Mart.

Bignoniaceae
Tabebuia impetiginosa Mart.

Combretaceae
Combretum sp.

Euphorbiaceae
Euphorbia tirucalli L.

Euphorbiaceae
Cnidoscolus obtusifolius Pohl.

Fabaceae
Vatairea macrocarpa Ducke

Fabaceae
Bauhinia forficata Link

Fabaceae

Anadenanthera colubrina Brenan

Fabaceae
Senna occidentalis Link

Fabaceae
Mimosa caesalpiniifolia Benth.

Lamiaceae
Hytpis martiusii Benth.

Papaveraceae
Chelidonium majus L.

Passifloraceae
Turnera ulmifolia L.

folha, planta inteira

casca, semente

latex

casca, entrecasca, flor

folha, haste

latex, partes aéreas e
folhas

folha, flér

planta inteira, raiz

folha

caule, casca, fibra,
flér, folha, fruto

folha, semente, raiz

folha

raiz

planta inteira

raiz, folha, planta
inteira

Albuquerque et al. (2007)

Oliveira et al. (2010)
Ferreira et al., (2011)
Farias et al. (2013)

Lucetti et al. (2010)
Sousa et al. (2010)

Albuquergue et al. (2007)
Melo et al. (2011b)

Albuquergue et al. (2007)

Oliveira et al. (2010)
Melo et al. (2011a)

Albuguerque et al. (2007)

Oliveira et al. (2010)

Melo et al. (2011a)
Lim et al. (2006)

Melo et al. (2011a)
Silva et al. (2011)

Melo et al. (2011a)

Moncéo et al. (2014)
Silva et al. (2014)

Costa-Lotufo et al. (2004)
Aradjo et al. (2006)

Melo et al. (2011b)

Albuquerque et al., (2007)
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Piperaceae
Piper tuberculatum L. raiz Costa-Lotufo et al. (2010)
Rubi frut

ubllacea.e o ruto, exsudado do Souza et al. (2013)
Morinda citrifolia L. caule, folha
Rubi

ubiaceae raiz, rizomas Souza et al. (2013)

Psychotria ipecacuanha Stokes

Rubi
Ut_) aceae o raiz Fernandes et al. (2013)
Galianthe thalictroides Schum.
Rubiaceae
. . caule, folha, flor, raiz Souza et al. (2013)
Uncaria tomentosa Willd
Scrophulariaceae
P raiz Costa-Lotufo et al. (2010)
Capraria biflora L.
Salicaceae .
. . folhas Ferreira et al. (2010)
Casearia sylvestris
Solanaceae
. folha Melo et al. (2011a)
Capsicum frutescens L.
Xanthorrhoeaceae
folha, raiz, caule Melo et al. (2011a)
Aloe vera Burm. )
e seiva
Xanthorrhoeaceae tolh Melo et al. (2011a)
olha
Aloe arborescens Mill Melo et al. (2011b)
Ximeniaceae -
! ! casca Oliveira et al. (2010)

Ximenia americana L.

O entendimento da agéo citotoxica € de extrema importancia. Na
pesquisa realizada por Farias et al. (2013) o extrato etanolico da semente da
espécie Myracrodruon urundeuva da familia Anacardiaceae (Aroeira-do-
sertdo), demostrou atividade citotoxica e cerca de 20% de atividade hemolitica
na concentracdo de 1,9 mg/mL, sugerindo que essa atividade de inibicdo do
crescimento celular ocorra devido a danos a membrana plasmatica.

O latex extraido da espécie vegetal Euphorbia tirucalli (Euphorbiaceae)
€ também indicado para o tratamento de cancer, sendo citado como toxico pela
literatura, quando utilizado em quantidade superior a duas gotas (OLIVEIRA et

al., 2010). Valadares et al. (2006) sugeriu que as propriedades antitumorais
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desempenhada por essa espécie seja devido ao possivel mecanismo de
regulacdo dos granuldcitos e producdo de macrofagos com a expressdo das
atividades funcionais.

No trabalho realizado por Melo et al. (2011a) a moléculas silibinina, B-
lapachona, plumbagina e capsaicina extraidas das espécies vegetais Silybum
marianum Gaertn. (Asteraceae), Tabebuia impetiginosa Standl. (Bignoniaceae),
Plumbago scandens L. (Plumbaginaceae) e Capsicum frutescens L.
(Solanaceae) respectivamente foram relatadas como promissoras nos estudos
antitumorais in vitro e in vivo, sendo sugeridos posteriores estudos clinicos para

essas moléculas.

3.5 CONCLUSAO

As plantas medicinais, apresentam-se como a principal fonte de
moléculas antitumorais em uso atualmente para o tratamento clinico, embora
as espeécies vegetais presentes no Nordeste do Brasil ainda sejam pouco
estudadas quanto ao seu potencial antiproliferativo in vitro e in vivo, uma vez
que a maioria dos estudos realizados apenas relatam a atividade citotéxica e

nao aprofunda sobre o mecanismo de acao dessas moléculas.
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RESUMO

Substancias com propriedades antioxidantes e citotéxicas vem se destacando
em virtude da relacdo existente entre os radicais livres e a etiologia de varias
patologias e as citotoxicas pelos seus promissores uso pela industria
farmacéutica para elaboracéo de fitoterapicos para tratamento ou prevencao de
doencas, como o cancer. As amostras foram obtidas na forma de extratos e
fracOes, de 12 espécies vegetais endémicas do bioma semiarido brasileiro. A
capacidade antioxidante dos extratos e fracdes foi medida pelo monitoramento
da mudanca na absorbancia pelos métodos ABTS e DPPH. Para realizacéo do
ensaio de toxicidade aguda utilizou-se o bioindicador Artemia salina. A
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) apresentou valores
variando entre 0,7 e 31,4 mM de Trolox/g de amostra para ensaio com o cation
radical ABTS™, os extratos etandlicos das folhas das espécies Combretum
mellifluum e Terminalia actinophylla apresentaram os melhores resultados.
Para o ensaio utilizando o radical DPPH" foram encontrados valores entre 0,2 a
3,5 mM de Trolox/g de amostra, a fracdo aquosa dos galhos da espécie
Oxandra sessiliflora apresentou melhor agcdo degradante para esse radical. A
fracdo diclorometano das folhas da espécie Anadenanthera colubrina
demostrou resultados promissores na busca de novas substancias citotoxicas
naturais, com ClLso de 23,7 pg/mL. Essa previa caracterizacdo encoraja a
continuidade dos estudos, com as amostas que apresentaram resultados

promissores.

Palavras-chaves: Antioxidante. Toxicidade. Plantas. Semiarido brasileiro



61

ABSTRACT

The importance of substances with antioxidant and cytotoxic properties and is
gaining prominence in the scientific community because of the relationship
between free radicals and the etiology of many diseases and cytotoxic for its
promising use by the pharmaceutical industry for the manufacture of herbal
medicines for treating or preventing diseases like cancer. Samples were
obtained in the form of extracts and fractions of 12 plant species endemic of the
brazilian semi-arid biome. The antioxidant activity of the extracts and fractions
was measured by monitoring the change in absorbance by ABTS and DPPH
methods. To perform the acute toxicity test used the bioindicator Artemia salina.
The equivalent antioxidant capacity to Trolox (TEAC) showed values ranging
between 0.7 and 31.4 mM Trolox/g of test sample with radical cation ABTS™,
the ethanol extracts of the leaves of the species Combretum mellifluum and
Terminalia actinophylla submitted best results. For the test using the radical
DPPH" values were found between 0.2 and 3.5 mM Trolox/g sample, the
aqueous fraction of the branches of the species showed better Oxandra
sessiliflora degrading action for this radical. The dichloromethane fraction from
the leaves of species Anadenanthera colubrina demonstrated promising results
in finding new natural cytotoxic substances with LCsy 23.7 pg/mL. This
characterization foresaw encourages continuing studies, with amostas that

showed promising results.

Keywords: Antioxidant, Toxicity, Plant, Brazilian semiarid
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4.1 INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido uma fonte rica para exploracdo de
novas moléculas com finalidade terapéutica. Cerca de 63% dos medicamentos
consumidos por 20% da populacdo sdo alopaticos. O restante consome
produtos in natura, originados, na maioria das vezes de plantas, como o0s
fitoterapicos (FOGLIO et al., 2006).

Estratégias de desenvolvimento de farmacos com base em derivados
de compostos naturais podem apresentar uma consideravel série de
obstaculos que ndo sédo colocados por aqueles que utilizam sintese racional,
desde a aquisicdo devido a falta de acesso aos locais de coleta, dificuldades
com o isolamento e producdo do ingrediente farmacologicamente ativo e
disputas juridicas graves entre os governos sobre as propriedades de direitos
intelectuais. Mesmo assim, 0 sucesso do rastreio de produtos naturais parece
mais provavel do que quando comparada com a triagem de compostos
racionalmente concebidos (MANS et al., 2000).

A busca por moléculas antioxidantes, principalmente derivadas de frutas
e vegetais, vem aumentando consideravelmente devido ao fato do estresse
oxidativo participar diretamente na génese e evolucdo de varias patologias
como, por exemplo, o céancer, diabetes, doencas -cardiovasculares,
enfermidades neuroldgicas (Alzheimer e Parkinson, por exemplo) e no
processo de envelhecimento precoce (RAHMAN, 2007; ALAM et al., 2013).

A oxidacdo é definida quimicamente como a transferéncia de elétrons
entre atomos que ocorre naturalmente presente nos processos metabolicos das
células humanas que pode ser exacerbado por substancias pro-oxidantes ou
originar radicais livres reativos causadores de danos oxidativos. Os radicais
livres sdo produzidos majoritariamente nas organelas citoplasmaticas e estao
envolvidos em reacdes bioquimicas, na producdo de energia, sinalizacdo
intracelular e fagocitose. Porém em excesso causam efeitos deletérios em
varias moléculas como DNA, proteinas, lipidios e constituintes da membranas
celulares o que leva a disturbios degenerativos coletivamente conhecidos como
estresse oxidativo (ALVES et al., 2010).

Dentre as espécies reativas, destacam-se as derivadas de oxigénio

(EROs), as derivadas de nitrogénio (ERNSs) resultantes da decomposicao do
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oxido nitrico (NO) e as derivadas de enxofre (EREs) formadas a partir de
reagoes de tidis com EROs. Por sua vez, as EROs incluem os radicais livres
anion superéxido (O, oxigénio singleto (*O,), peréxido de hidrogénio (H,0,),
radical hidroxila ((OH) e radical hidroperoxila (HO,). Esses radicais surgem
durante o exercicio fisico intenso, em processos isquémicos e inflamatoérios e
na metaboliza¢do de xenobidticos podendo interagir com um grande nimero de
moléculas organicas (ABDALLA; FAINE, 2008; CAROCHO; FERREIRA, 2013;
GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).

Os antioxidantes sdo substancias que inibem o processo de oxidacao
favorecendo a manutencdo do equilibrio entre a formacdo e a remoc¢do de
elementos prejudiciais ao organismo e protegendo contra os danos oxidativos.
Tipicamente, as defesas antioxidantes tem origem enziméatica, com destaque
para a glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superoxido dismutase
(SOD), ou ndo enzimética, na qual se enquadram produtos de origem exdégena
adquiridos por meio da dieta, como as vitaminas (tocoferdis e ascorbato),
carotendides, compostos fendlicos, quelantes e produtos sintéticos. Enquanto
as enzimas impedem a producdo de radicais livres, os antioxidantes nédo
enzimaticos blogueiam e previnem o estresse oxidativo ao sequestrar espécies
reativas. O organismo conta ainda com sistemas especificos de reparo do DNA
constituido por proteases e fosfolipases modulados de acordo com fatores
ambientais e genéticos. Existem varias metodologias que avaliam a capacidade
antioxidante in vitro de produtos naturais e sintéticos. Contudo, cada uma delas
avalia aspectos diferentes o que torna dificil caracterizar as propriedades
antioxidantes pautado em apenas um teste ou mesmo a escolha de um ensaio
ideal (GUARATINI et al., 2007; RAHMAN, 2007; ABDALLA; FAINE, 2008;
CHANDA; DAVE, 2009; ALVES et al., 2010; BADARINATH et al., 2010; ALAM
et al., 2013).

Diversos estudos descrevem a ocorréncia de metabolitos secundérios de
plantas dotados de propriedades antioxidantes. Essas substancias pertencem
aos mais variados grupos quimicos, dentre 0s quais podem ser citados, 0s
compostos nitrogenados, como os alcaldides e os glicosideos cianogénicos e
0S compostos ndo nitrogenados, como € o caso dos taninos, flavondides,
terpenos e antocianinas. Esses constituintes bioativos sdo alvos de novos

estudos para a elucidacdo de potenciais farmacos antioxidantes (DALLAQUA;
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DAMASCENO, 2011; KRISHNAIAH; SARBATLY; NITHYANANDAM, 2011;
REGO JR. et al., 2011).

Dentre os biomas brasileiros, a Caatinga €, provavelmente, o mais des-
valorizado e mal conhecido botanicamente, sendo o tipo de vegetacdo que
cobre a maior parte da area com clima semiarido da regido Nordeste do Brasil.
Esse bioma contém uma grande variedade de tipos vegetacionais, com
elevado numero de espécies e também remanescentes de vegetacdo ainda
bem preservada, que incluem um ndmero expressivo de taxons raros e
endémicos (GIULIETTI et al., 2004)

Sua utilizacdo inadequada esta levando ao desaparecimento de
algumas espécies e a consequente perda da biodiversidade (KIILL et al., 2007),
uma vez que ela tém sofrido grande extrativismo dos recursos, com perdas de
diversidade biolégica associadas ao fornecimento de madeira e extratos
vegetais (SILVA e FREIRE, 2010).

O estudo e a conservacdo da diversidade biolégica da Caatinga é um
dos maiores desafios da ciéncia brasileira, pois encontrar-se entre as regides
naturais menos estudadas. Além disso, € a regido menos protegida, uma vez
que as unidades de conservacdo cobrem menos de 2% do seu territorio, assim
fica despercebido um extenso processo de alteracdo e deterioracdo ambiental
acirrado pelo uso insustentavel dos seus recursos naturais, o que esta levando
a rapida perda de espécies Unicas, a eliminacdo de processos ecoldgicos e a
formacao de extensos nucleos de desertificacdo em varios setores da regido.
Atualmente, mais de 50% da area de Caatinga ja foi alterada ou comprometida,
e a perda da cobertura vegetal pode ser considerada como a principal prova da
diminuicdo da diversidade (KIILL et al., 2007). Segundo Silva et al. (2011)
muitas espécies de plantas encontradas na Caatinga tém sido amplamente
utilizadas na medicina popular e para a producdo comercial de produtos
fitoterapicos.

Assim, diante do potencial farmacolégico das plantas do semiarido
brasileiro (FERREIRA et al., 2011; FARIAS et al., 2013) e como forma de
agregar valores aos produtos regionais, essa parte do trabalho teve como
objetivo realizar uma triagem do potencial antioxidante e toxicolégico de

extratos de diferentes espécies de plantas do semiarido.
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4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Obtencao das amostras vegetais

Para obtencdo das 36 amostras na forma de extratos e fragcbes foram
utilizadas 12 espécies vegetais endémicas da regido semiarida brasileira. A
Tabela 1 apresenta uma lista das espécies utilizadas, o nome vulgar, a familia
a qual pertence, o numero de registro de identificacdo junto ao Herbario
Graziela Barroso da Universidade Federal do Piaui, as partes utilizadas da
planta no estudo, a identificacdo das amostras e suas respectivas siglas
utilizadas ao longo do estudo. A extracdo das amostras foi realizada no
departamento de Quimica Organica da Universidade Federal do Piaui sob a
coordenacao das professoras Dra. Antbnia Maria das Gracas Lopes Cit6 e Dra.
Mariana Helena Chaves.

As partes das plantas utilizadas foram secas a temperatura ambiente e
reduzidas a po6 fino em moinho de facas. O material obtido foi submetido a
maceracdo com EtOH (10x) na proporcdo 1:4 de material vegetal/solvente
(m/v) com sonicagcdo em banho de ultrassom por 30 minutos a cada dia. A fase
organica (sobrenadante) foi submetida a filtracdo simples no intervalo de 3 dias
e 0 extrato etandlico reunido foi concentrado a pressdo reduzida em
evaporador rotativo. Apds a remocdo do solvente, o extrato foi liofilizado
obtendo-se o extrato etandlico bruto (E.EtOH). Parte desse extrato foi
destinada ao processo de particdo liquido — liquido. Onde parte do E.EtOH
obtido inicialmente foi suspenso em MeOH/H,O (2:1/v:v). Uma parte da fase
hidroalcodlica foi utilizada e outra extraida exaustivamente com hexano (6x),
com diclorometano (6x) e com acetato de etila (6x) e, por fim, foi coletada
também a fracdo aquosa resultante da particdo. Todos os extratos e fracdes

utilizados foram liofilizados (Figura 1).



Tabela 1 - Espécies vegetais utilizadas no estudo.
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Familia/Espécie NV Excicata PU Descricdo da amostra Sigla
Fracao hexanica FHF-Pmon (1)
Fabaceae
1 Piptadenia moniliformis Benth Jurema-preta TEPB 27.739 fo Fracao diclorometano FDF-Pmon (2)
Fracdo aquosa FAF-Pmon (3)
Fracéo hexéanica FHC-Mcae (4)
Fabaceae y . )
2 ) o Sabia TEPB 26.824 cs Fracao diclorometano FDC-Mcae (5)
Mimosa caesalpiniifolia Benth
Fracdo Aquosa FAC-Mcae (6)
Fragéo hexanica FHF-Acol (7)
Fabaceae
3 Anadenanthera colubrina Brenan Angico escuro TEPB 27.881 fo Fracéo diclorometano FDF-Acol (8)
Fracdo acetato de etila FAcF-Acol (9)
Extrato hexanico EHF-Bpul (10)
Fabaceae
4 Bauhinia pulchella Benth. Mororé de boi TEPB 17.161 fo Extrato etandlico EEF-Bpul (11)
Extrato Aquoso EAF-Bpul (12)
Extrato hexanico EHF-Sacu (13)
Fabaceae
5 : Canela de velho TEPB 17.193 fo Extrato etandlico EEF-Sacu (14)
Senna acuruensis Benth.
Extrato Aquoso EAF-Sacu (15)
. Fracdo hexéanica FHC-Pins (16)
Clusiaceae
6 Bacuri TEPB 20.701 Ccs Extrato etandlico EEC-Pins (17)

Platonia insignis Mart.

Fracdo aquosa

FAC-Pins (18)
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Annonaceae

Oxandra sessiliflora R.E.Fr.

Conduru-preto

TEPB 18.820

ga

Frag&o hexanica
Extrato etandlico

Fracdo aquosa

FHG-Oses (19)
EEG-Oses (20)
FAG-Oses (21)

Combretaceae

Combretum duarteanum Cambess.

Vagueta

TEPB 27.969

fo

Extrato hexanico
Extrato etanélico

Extrato Aquoso

EHF-Cdua (22)
EEF-Cdua (23)
EAF-Cdua (24)

Combretaceae

Combretum mellifluum Eichler

Mofumbo

TEPB 28.192

fo

Extrato hexanico
Extrato etanélico

Extrato Aquoso

EHF-Cmel (25)
EEF-Cmel (26)
EAF-Cmel (27)

10

Combretaceae

Terminalia actinophylla Mart.

Chapada

TEPB 27.990

fo

Extrato hexanico
Extrato etanélico

Extrato Aquoso

EHF-Tact (28)
EEF-Tact (29)
EAF-Tact (30)

11

Bignoniaceae

Handroanthus ochraceus

Ipé do cerrado

fo

Extrato hexanico
Extrato etanélico

Extrato Aquoso

EHF-Hoch (31)
EEF-Hoch (32)
EAF-Hoch (33)

12

Bignoniaceae

Tabebuia aurea

Pau d’arco

fo

Extrato hexanico
Extrato etanélico

Extrato Aquoso

EHF-Taur (34)
EEF-Taur (35)
EAF-Taur (36)

NV: nome vulgar, TEPB: Teresina, Piaui, Brasil; PU: parte utilizada: Folhas (fo); Cascas (cs); Galhos (ga).
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Figura 1 - Fluxograma do procedimento de obtencéo dos extratos e fragdes utilizadas

no estudo.

Parte da planta utilizada

EtOH (10x) na proporgéo 1:4 de material
vegetal/solvente (m/v), sonicacdo em
ultrassom 30 minutos a cada dia.

Extrato etandlico - EtOH

Suspencdo em MeOH:H,0 (2:1)

Fracéo hexanica

Extracéo exaustiva com
hexano (6x)

Frac&o hidroalcodlica

diclorometano (6x)

Fracéo diclorometano

Extracdo exaustiva com

Extracdo exaustiva com
acetato de etila (6x)

Fracao acetato de etila

Fragéo aquosa
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4.2.2 Avaliacao da capacidade antioxidante in vitro

A capacidade antioxidante dos extratos e fracdes foi medida pelo
monitoramento da mudanca na absorbéncia do radical livre a 734 nm pelo
método ABTS e a 517 nm pelo método DPPH, expressa em mM (milimolar) de
Trolox® (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-acido carboxilico) (Figura

2) por grama de amostra em base seca.

Figura 2 - Molécula do acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-acido carboxilico
(Trolox®).
CHj
HO O

OH

H3C O CHs

CHa

Fonte: SIGMA (2014a).

Método ABTS

O catjon radical 2,2-azobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS™) é
um com composto cromoforo quimicamente muito estavel, solivel em agua e
com um méaximo de absorbancia a 414 nm, incluindo medidas secundérias de
absorbancia a 645, 734 e 815 nm (MILLER et al., 1993). E solivel tanto em
solventes aquosos como organicos e nao € afetado pela forca ibnica podendo
entdo ser usado em muitos meios para determinar a capacidade antioxidante
de extratos lipofilicos e hidrofilicos, o que lhe confere vantagem em relacéo a
outros métodos (SCALFI et al., 2000; MAZZA et al., 2002; AWIKA et al., 2003).
Para a determinagdo da atividade antioxidante pelo método ABTS, usou-se a
metodologia descrita por Re et al. (1999). Inicialmente, gerou-se o radical
ABTS™ (Figura 3) a partir da reacdo de 7 mM de ABTS com 2,45 mM de
persulfato de potassio, incubacao a temperatura ambiente e na auséncia de luz

por 12 horas.
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Figura 3 — Cétion radical ABTS™ - 2,2-azobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato).

HoC—
YA A
O3 S N=
UNFN > =t
(-

CHa

Fonte: adaptado de SIGMA (2014b).

Transcorrido esse tempo, a solugdo foi diluida em etanol até obter-se
uma solucdo com absorbancia de 0,70 = 0,01 a 734 nm. As amostras foram
diluidas em etanol até obter-se 20-80% de inibicdo do radical, e comparadas
com a absorcdo do branco. Para realizar as medidas, foram adicionados 40 uL
da amostra e 1960 pL da solugcdo contendo o radical, determinando-se a
absorbancia em espectrofotdmetro (PG Instruments Ltd®, T80+ UV/VIS
Spectrometer) a 734 nm, 30 min apos o inicio da reacdo. Como solucéo
padrdo, usou-se o antioxidante sintético Trolox® nas concentracdes de 0,05 a
0,8 mM/mL diluido em etanol para constru¢do da curva de calibracao-resposta
(Figura 4). Todas as leituras foram realizadas em triplicata, e os resultados
expressos em mM de Trolox/g de amostra (TEAC) em base seca. A queda na
leitura da densidade oOtica das amostras foi correlacionada com o controle,
sendo também estabelecida a porcentagem de descoloracdo do radical
ABTS™, conforme férmula:

% de protecédo = [(abs controle — abs amostra) / abs controle] x 100
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Figura 4 - Curva de calibragéo-resposta da inibicéo da solucdo de Trolox® em etanol
(0,05 a 0,8 mM/mL) frente ao cation radical ABTS™ apds 30 minutos de reagao.
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Método DPPH

O radical DPPH’ (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) € um dos poucos radicais
nitrogenados estaveis que possui uma cor purpura intensa. E comercialmente
disponivel e ndo necessita ser gerado antes do ensaio como acontece com 0
radical ABTS™, evitando sua geracgéo por distintas formas, além de facilitar seu
uso nos testes (BONDET; BRAND-WILLIAMS; BERSET, 1997; LIMA, 2008).

Essa metodologia consiste em determinar a capacidade de captura do
radical livre DPPH" (Figura 5) pelos compostos antioxidantes presentes na
amostra testada. Esse radical livre apresenta um maximo de absorbéancia na
faixa de 515-520 nm. Apés a adicdo do antioxidante, produz-se uma diminuicao
da absorbancia, proporcional a concentragcdo a atividade antioxidante da
amostra (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).
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Figura 5 - Molécula do radical livre DPPH’ - 2,2difenil-1-picril-hidrazila.
O,N

N NO,

NO,

Fonte: SIGMA (2014c).

Para a avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos e fracOes
seguiu-se a metodologia descrita por Blois (1958) e adaptada por brand-
Williams et al. (1995). Adicionou-se a 1,5 mL de solugdo etandlica de DPPH’
(6x10™° M) uma aliquota de 0,5 mL da amostra testada. A leitura da
absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro (PG Instruments Ltd®, T80+
UV/VIS Spectrometer) a 517 nm, apds 30 minutos do inicio da rea¢cdo. Como
solucdo padrdo, usou-se o antioxidante sintético Trolox® (0,002 a 0,125
mM/mL) diluido em etanol para construcdo da curva de calibracdo-resposta
(Figura 6). Todas as leituras foram realizadas em triplicata, e os resultados
expressos em mM de Trolox/g de amostra (TEAC) em base seca. A queda na
leitura da densidade Otica das amostras foi correlacionada com o controle,
sendo também estabelecida a porcentagem de descoloracdo do radical DPPH’,

conforme féormula:

% de protecédo = [(abs controle — abs amostra) / abs controle] x 100
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Figura 6 - Curva de calibragéo-resposta da inibicéo da solucdo de Trolox® em etanol
(0,002 a 0,125 Mm/mL) frente ao radical DPPH" apds 30 minutos de reacéo.
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Analises estatisticas

Os testes de atividade antioxidante foram realizados em duplicata (n=2)
e o0s resultados foram expressos como a média = desvio padrdo da média
(D.P.M.). Utilizando-se o programa GraphPad Prism, versdo 5.0, foram
realizadas analises de variancia pelo teste ANOVA seguido Newman-Keuls.

Adotou-se o nivel de significancia de 5% de probabilidade (P < 0,05).

4.2.3 Avaliagéo da toxicidade aguda
Artemia salina L. (Familia Artemidae) € um microcrustdceo de &agua
salgada (3 e 300 ppm) muito consumido por peixes e outros crustaceos no
ambiente natural devido a riqueza de proteinas, vitaminas e sais minerais. Os
nauplios de A. salina se reproduzem partogeneticamente e € uma espécie
adaptada as mudancas ambientais de temperatura, salinidade e oxigénio
dissolvido. Como seus ovos podem ser facilmente encontrados em lojas de
piscicultura, bioensaios de toxicidade esse microcustaceo apresentam
praticidade e simplicidade que sua utilizagcdo sistematica dentro de um
laboratorio de pesquisa (MEYER et al., 1982).
Para realizar o ensaio de toxicidade aguda, preparou-se uma solucéo
salina artificial (NaCl 77,23%, MgSO,4 9,62%, MgCl 7,13%, CaCl, 3,32%, KCI
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2,11% e NaHCO3 0,59%), utilizada como meio de cultura dos ovos latentes. Os
ovos foram colocados no criadouro e a solugédo os cobriu totalmente. Este
teste foi realizado de acordo com a metodologia proposta por McLaughlin
(1991). Os ovos de A. salina foram eclodidos em 4gua salina artificial e apos 48
horas, os nauplios foram coletados para os bioensaios usando a caracteristica
de fototropismo positivo dos mesmos. As diluicdes das amostras e do teste em
branco sdo realizadas em &gua do mar e 0,5 mL de dimetil sulféxido
concentrado.

Os extratos foram diliudos em triplicata nas concentracdes de 50, 100,
500, 1000 e 1200 pg/mL, e 10 nauplios foram adicionados em cada tubo. Apés
24 h de exposicéo, realizou-se a contagem do numero de larvas sobreviventes.
Foram consideradas mortas aquelas larvas que permaneceram imoveis por
mais de 10 segundos apos agitacdo suave dos tubos. Utilizou-se como controle
positivo o dicromato de potassio (10 a 100 pg/mL) para determinacdo e
confirmacgéo da sensibilidade da técnica.

Anédlises estatisticas

ApoGs 24 h de exposigdo, 0s nauplios vivos e mortos foram contados,
sendo considerados vivos todos aqueles que apresentassem qualquer tipo de
movimento quando submetidos a uma leve agitacdo e observados proximos a
uma fonte luminosa. Os resultados foram em valores de ClLso e intervalos de
confianca com 95% de significancia para o método de Probit (IBM SPSS
Statistics 20®).

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Capacidade antioxidante in vitro

Os métodos para avaliar a atividade antioxidante utilizando os radicais
ABTS™ e DPPH’ consiste em verificar como os antioxidantes sdo capazes de
degradar os radicais livres presentes nas amostras testadas. Inicialmente,
obtém-se o radical colorido; em seguida, adiciona-se o antioxidante (amostra);
posteriormente, mede-se o0 decréscimo de absorbancia produzido. Para o
ensaio utilizando o radical ABTS™, evidenciamos valores TEAC variando entre

0,7 e 31,4 mM de Trolox/g de amostra em base seca. Dentre as 36 amostras
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estudadas, os extratos etandlicos das folhas de Combretum mellifluum (26) e
Terminalia actinophylla (29) apresentaram os melhores resultados para esse
teste, com ambos os valores de TEAC de 31,4 + 0,2 mM de Trolox/g de
amostra e percentuais de protecdo de 984 + 04 e 97,8 = 0,7%,
respectivamente.

Para o ensaio utilizando o radical DPPH" encontramos valores entre 0,2
a 3,5 mM de Trolox/g de amostra em base seca (Tabela 2). Nesse teste, 0
extrato aquoso obtido dos galhos de Oxandra sessiliflora (21) apresentou a
melhor acdo sequestradora para esse radical, com valores de TEAC de 3,5 +
0,0 mM de Trolox/g de amostra e percentual de protecdo de 82,6 + 0,3%,

respectivamente.

Tabela 2 - Valor TEAC (capacidade antioxidante total equivalente ao Trolox®) e % de
protecdo pelos métodos ABTS e DPPH.

TEAC % de Protecao
Amostras (mM de Trolox/g de amostra)
ABTS DPPH ABTS DPPH
FHF-Pmon (1) 6,0+1,6 0,2+0,1 474+5,3 28+1,6
FDF-Pmon (2) 14+£1,1 0,7+0,1 9,2+41 150+ 2,3
FAF-Pmon (3) 30,1+ 0,0 0,9+0,2 94,1+0,1 19,1+44
FHC-Mcae (4) 11,7+1,1 16+05 39,9+0,7 336+1,0
FDC-Mcae (5) 2,7+0,3 26+£0,1 13,5+0,9 61,1+1,7
FAC-Mcae (6) 29,7+ 0,0 1,8+0,1 93,01+0,1 42,0+ 3,2
FHF-Acol (7) 16+04 0,2+0,1 102+1,1 22+19
FDF-Acol (8) 204+ 1,7 2,4+0,0 65,5+4,9 55,0+ 0,8
FAcF-Acol (9) 155+ 0,9 1,6+0,3 523+14 33,5+0,7
EHF-Bpul (10) 0,7+0,7 0,2+0,1 34+21 1,8+ 25
EEF-Bpul (11) 9,5+ 0,5 1,1+0,1 334+14 231+14
EAF-Bpul (12) 10,7+ 1,0 1,4+0,2 365+ 1,1 29,7+0,4
EHF-Sacu (13) 57+19 0,6+0,0 22,3+£5,6 11,0+ 1,2

EEF-Sacu (14) 17,9+0,3 20+£0,1 58,2+ 0,9 45,8+ 23
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EAF-Sacu (15) 13,1+ 0,2 15+01 44,1+ 0,7 350+24
FHC-Pins (16) 19,9+ 0,6 0,8+0,7 64,0+ 1,9 109+6,4
EEC-Pins (17) 14,8+ 0,3 21+0,1 49,1+1,0 49,5+ 1,7
FAC-Pins (18) 58+1.3 15+0,2 22,7+ 3,9 34,3+ 3,7
FHG-Oses (19) 0,8+04 03+0,1 33+11 39+35
EEG-Oses (20) 295+0,2 3,3+0,2 92,3+0,4 775+ 4,0
FAG-Oses (21) 16,4+ 0,9 3,5+0,0 53,8+2,8 82,6 +0,3
EHF-Cdua (22) 11,6+0,9 1,0+£0,2 39,6+28 21,3+4,7
EEF-Cdua (23) 240+1,6 3,2+0,0 76,1+ 4,7 752+1,0
EAF-Cdua (24) 30,8+0,2 29+0,1 96,0+ 0,6 67,4+1,3
EHF-Cmel (25) 6,1+0,9 0,7+0,2 23,6+2,8 155+4]1
EEF-Cmel (26) 31,4+0,2 22+00 98,0+ 0,4 51,4+0,3
EAF-Cmel (27) 22,4+0,8 1,7+0,1 67,9+0,9 36,08+ 0,3
EHF-Tact (28) 279+0,6 25+0,6 90,1+1,3 53,1+0,7
EEF-Tact (29) 31,4+0,2 3,1+£00 97,8+ 0,7 73,8+1,0
EAF-Tact (30) 295+0,2 26+0,0 93,0+ 0,6 615+1,2
EHF-Hoch (31) 10,2+ 1,0 1,7+0,1 356+3,0 39,6 +3,3
EEF-Hoch (32) 196+ 0,4 1,7+0,0 631+11 38,6+ 0,0
EAF-Hoch (33) 9,3+0,6 1,8+0.1 329+19 409+13
EHF-Taur (34) 15,7+ 0,4 15+0,2 49,3+ 0,9 31,8+1,6
EEF-Taur (35) 26,8+1,0 20+£0,2 84,3+2,9 47,1+£58
EAF-Taur (36) 201+14 1,6+0,0 63,2+23 335+0,1

FHF-fracdo hexanica das folhas,

FDF-fracdo diclorometano das folhas,

EHF-extrato

hidroalcdolico das folhas, FHC-fragdo hexanica da casca, FDC-fragdo diclorometano da casca,
FAC-fracdo aquosa da casca, FAF-fracdo acetato de etila das folhas, EHF-extrato hexanico
das folhas, EEF- extrato etandlico das folhas, EAF-extrato aquoso das folhas, FHG-fracdo
hexanica dos galhos, EEG-extrato etandlico dos galhos, FAG-fracdo aquosa dos galhos. TEAC
— Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox®, mM — milimolar. Os resultados foram
expressos como média + desvio padrdo da média (D.P.M.), com n=3.
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4.3.2 Avaliacao da toxicidade aguda

Utilizando a dose efetiva para matar 50% das larvas de A. salina como
ponto de corte (cut-off), destacaram-se vinte amostras com valores de ClLsg
menores que 1000 pg/mL (considerada como toxica) e dezesseis amostras
com valores de CLsg maiores que 1000 pg/mL (considerada atoxica). Dentre
as amostras testadas, a fracdo diclorometano das folhas de Anadenanthera
colubrina (8) se destacou com um valor de CLso de 23,7 pug/mL, considerada,
portanto, como a mais toxica. A utilizacdo do controle positivo (K,Cr,07), é
importante para mostrar a sensibilidade do microcrustaceo utilizado frente a

uma solucdo com efeito toxico conhecido (Tabela 3).
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Tabela 3 - Concentracéo letal (CLsp) em ensaio de toxicidade aguda utilizando como
bioindicador o microcustaceo Artemia salina avaliada apos de 24h de exposicao.

Toxicidade aguda (ug/mL)

Amostras
CLs intervalo de confianc¢a (95%) Classificacéo

FHF-Pmon (1) 918,3 667,2 -1136,3 TO
FDF-Pmon (2) 95,9 42,0 — 186,4 TO
FAF-Pmon (3) 895,1 400,9 — 1035,3 TO
FHC-Mcae (4) 885,1 646,1 — 1158,2 TO
FDC-Mcae (5) 278,8 0,13 -474,0 TO
FAC-Mcae (6) > 1200 - NT

FHF-Acol (7) 221,4 163,9 — 292,7 TO

FDF-Acol (8) 23,7 11,5-31,2 TO
FACF-Acol (9) 164,9 136,1 — 200,1 TO
EHF-Bpul (10) > 1200 - NT
EEF-Bpul (11) > 1200 - NT
EAF-Bpul (12) 209,7 79,3 — 466,5 TO
EHF-Sacu (13) > 1200 - NT
EEF-Sacu (14) > 1200 - NT
EAF-Sacu (15) > 1200 - NT
FHC-Pins (16) 3154 138,5-443,1 TO
EEC-Pins (17) 410,2 171,4-979,3 TO
FAC-Pins (18) > 1200 - NT
FHG-Oses (19) 95,8 36,0 —211,9 TO
EEG-Oses (20) 123,1 49,1 -321,1 TO
FAG-Oses (21) 143,8 41,4 - 316,0 TO
EHF-Cdua (22) 87,4 59,1 —119,8 TO

EEF-Cdua (23) 52,0 2351487 TO
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EAF-Cdua (24) 61,1 39,7-813 TO
EHF-Cmel (25) > 1200 - NT
EEF-Cmel (26) > 1200 - NT
EAF-Cmel (27) > 1200 - NT
EHF-Tact (28) > 1200 - NT
EEF-Tact (29) 424,1 284,3 — 593,2 TO
EAF-Tact (30) > 1200 - NT
EHF-Hoch (31) > 1200 - NT
EEF-Hoch (32) 70,4 36,2 — 108,4 TO
EAF-Hoch (33) > 1200 - NT
EHF-Taur (34) > 1200 - NT
EEF-Taur (35) 651,0 483,8 - 897,0 TO
EAF-Taur (36) > 1200 - NT

K,Cr,07 15,4 12,3-23,7 TO

FHF-fracdo hexanica das folhas, FDF-fragdo diclorometano das folhas, EHF-extrato
hidroalcéolico das folhas, FHC-fracdo hexéanica da casca, FDC-fracdo diclorometano da casca,
FAC-frag8o aquosa da casca, FAF-fracdo acetato de etila das folhas, EHF-extrato hexanico
das folhas, EEF- extrato etandlico das folhas, EAF-extrato aquoso das folhas, FHG-fracdo
hexanica dos galhos, EEG-extrato etandlico dos galhos, FAG-fracdo aquosa dos galhos.
Valores de CLsp acima > 1000 pg/mL indicam amostras atOxicas para o teste. Clsg —
concentracdo necessaria para causar metade do efeito méximo de letalidade esperada.
K,Cr,0O; (dicromato de potassio) foi usado como controle positivo (10-100 pg/mL). TO — téxico,
NT — ndo téxico. Com n=3.

4.4 DISCUSSAO

4.4.1 Capacidade antioxidante in vitro

Os antioxidantes sdo substancias quimicas que reduzem ou impedem
a oxidacdo. Costumeiramente, os métodos DPPH e ABTS sé&o usados para
avaliar a atividade antioxidante em extratos (LI et al., 2014). A maior parte dos
métodos para avaliagdo da atividade antioxidante in vitro € baseada na
capacidade destes em remover os radicais livres do meio e rapida doacao de
um atomo de hidrogénio para estes radicais. Quanto maior a atividade

antioxidante dos compostos testados, maior sera o decréscimo na absorbancia
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e, consequentemente, as doacBes de hidrogénios como ocorre com 0S
métodos utilizados nesse trabalho (PRIOR; CAO, 2000).

O teste ABTS se baseia na formacdo do radical cation ABTS™ [2,2’-
azino-di-(3-etilbenzotiazolina sulfonato)], de coloracdo verde-azulada, e sua
remocao, medida por espectrofotometria. Termodinamicamente, um composto
é capaz de reduzir o ABTS™ se tiver um potencial redox inferior ao desse
radical. Muitos polifendis tém potenciais redox mais baixos e, portanto, sédo
capazes de reagir com esse radical (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). O efeito
antioxidante no sequestro do DPPH" é devido a capacidade doadora de
hidrogénio destas substancias as quais sao geralmente compostos fendlicos
(CHAVES et al., 2010). No geral, as plantas, devido a necessidade de protecéo
contra o estresse oxidativo gerado pela exposicdo aos raios solares e ao
oxigénio, concentram uma grande diversidade de antioxidantes. A maioria dos
antioxidantes das plantas superiores sdo os polifendis, que mostram atividades
biologicas diversificadas, que incluem citotoxicidade contra células tumorais,
antimicrobiana e hipolipemiante (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996;
ZANON, 2010; FERREIRA et al., 2011, 2014).

A acdo citotoxica in vitro de varios extratos de plantas tem sido estudada
e correlacionada com os seus constituintes, como antioxidantes polifendlicos
naturais (GRINBERG et al., 1997). Assim, embora os métodos DPPH e ABTS
possam nao reproduzir resultados bioldgicos significantes in vivo, eles servem
para categorizar o potencial antioxidante de plantas medicinais e também para
guiar o isolamento de compostos bioativos com elevada capacidade
qguimiopreventiva (ARTS et al., 2004; AHMED et al., 2014).

No presente trabalho, as amostras EEF-Cmel (26) e EEF-Tact (29)
demonstraram resultados antioxidantes promissores, com valor TEAC de 31,4
mM Trolox/g de amostra para ambos os extratos. De fato, plantas do género
Terminalia possuem como componente bastante presente o acido galico, uma
molécula com reconhecido potencial antioxidante (SURVESWARAN et al.,
2007). He et al. (2012) analizando os residuos de sementes da roma (Punica
granatum L.) por diferentes técnicas de extracdo encontraram um valor TEAC
26,9 mM Trolox/g de amostra inferior aos encontrados com o0s extratos

etandlicos das folhas de C. mellifluum (26) e T. actinophylla (29).
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Mirzaei et al. (2013), ao avaliar o potencial antioxidante pelo método
DPPH de extratos de Dorema aucheri, uma planta iraniana hipoglicemiante da
familia Apiaccae, encontraram valores TEAC de 220 e 350 mM de Trolox/g de
amostra, para 0s extratos aquoso e hidroalcoolico respectivamente. No
presente estudo, o melhor valor TEAC encontrado foi de 3,5 mM de Trolox/g de
amostra, também presente em solvente polar [FAG-Oses (21)], demonstrando
a eficiéncia desse solvente na solubilizacdo de metabdlitos capazes de
degradar o radical DPPH’. Surveswaran et al. (2007), estudando 133 espécies
vegetais indianas com uso medicinal, revelaram valores TEAC semelhantes a
este estudo de 3,94 e 4,21 de Trolox/g de amostra para as espécies Punica
granatum L. (Punicaceae) e Acacia catechu Willd. (Fabaceae),

respectivamente.

4.4.2 Avaliagéo da toxicidade aguda

O ensaio de letalidade utilizando como bioindicador o microcrustaceo
A. salina é uma técnica de baixo custo e rapidez, dispensando o uso de
técnicas assépticas. Portanto esse método € uma ferramenta Gtil na avaliagéo
e fracionamento monitorado para bioatividades, guiando o fracionamento e
isolamento de compostos naturais de classes distintas, tais como flavondides,
triterpenos, esterdis e compostos aromaticos simples, poupando a necessidade
de ensaios posteriores in vitro e in vivo mais caros e demorados (CEPLEANU,
1993). Assim, identificar compostos que apresentem acdo antioxidante e baixa
toxicidade é um dos critérios essenciais para identificar uma molécula bioativa

promissora do ponto de vista farmacolégico e mercadolégico (ZANON, 2010).

De acordo com David et al. (2001), a classificacdo da atividade
citotoxica de substancias vegetais em A. salina pode ser assim atribuida:
substancias que apresentam CLsp > 1000 pg/mL séo consideradas inativas (ou
atoxicas) e aquelas com CLsg < 100 pug/mL sdo muito ativas (muito toxicas),
comparaveis a camptotecina e ao sulfato de vincristina, substancias usadas no
tratamento de leucemias (SCHRIPSEMA; DAGNINO; GOSMANN, 2007).
Diante disso, verifica-se que trés fracdes (diclorometano das folhas da
Piptadenia moniliforme (2), diclorometano das folhas da Anadenanthera

colubrina (8) e hexanica dos galhos da Oxandra sessiliflora (19)) e quatro



82

extratos (hexanico, etandlico e aquoso das folhas da Combretum duarteanum
(23,24) e etandlico das folhas da Handroanthus ochraceus (32)) apresentaram
CLso < 100 pg/mL, sendo que a fracdo diclorometano das folhas de
Anadenanthera colubrina [(FDF-Acol (8)] revelou maior toxicidade com CLsg de
23,7 ug/mL. Sharif et al. (2014) encontraram um valor de CLsy de 1,58 ug/mL
para o extrato hexanico de Polygonum hydropiper (Polygonaceae), valor
proximo ao demostrado pelo pela viscristina (CLso de 0,92 pg/mL), um alcal6ide
antitumoral e citotoxico natural originalmente encontrado em Catharanthus
roseus L. e atualmente utilizado no tratamento de leucemias, neuroblastoma,
tumor de Wilms, sarcoma de Ewing, linfoma de Hodgkin, osteorssacoma e
carcinomas de mama, pulm&o, ovario cervical, cancer colorretal e contra
melanoma (BRANDAO et al., 2010). Os vegetais possuem tipos primarios e
secundarios de metabdlitos, e enquanto os primarios respondem pela
sobrevivéncia do vegetal, os secundarios defendem o organismo vegetal contra
predadores. Por isso ndo € surpreendente que muitas plantas acumulem
substancias de elevada toxicidade (NASS, 2007).

Na literatura, sdo encontrados varios exemplos de estudos que
envolvem A. salina como um pré-ensaio de substancias vegetais para
determinar sua citotoxidade e sugerir futuras investigacbes para o
desenvolvimento de protétipos de novos farmacos (CAVALCANTE et al., 2000;
TIEW et al., 2002). Assim, existe uma correlacdo entre a toxicidade sobre o
crustaceo (A. salina) e a citotoxicidade em células leucémicas da linhagem
P388 (MEYER et al., 1982), servindo, indiretamente, como indicativo de
substancias com potencial antitumoral (SIQUEIRA et al., 1998). E importante
enfatizar que o uso de invertebrados como bioindicadores deve ser
implementado em testes antes do uso de vertebrados, ja& que sua aplicacdo
ainda € marginal, o que exige, dentre os resultados primarios, a avaliacdo da

toxicidade e genotoxicidade das substancias em estudo (KANWAR, 2007).

4.5 CONCLUSAO

Os extratos etanolicos das folhas de Combretum mellifluum e
Terminalia actinophylla apresentaram as mais promissoras capacidades de

protecdo antioxidante dentre as amostras testadas. Por outro lado, a fracéo
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diclorometéanico das folhas de Anadenanthera colubrina demostrou maior
toxicidade aguda contra A. salina, destacando-se dentre as 36 amostras

pesquisadas.
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RESUMO

Na triagem citotoxica inicial, as amostras apresentaram atividade variando de
sem atividade (SA) a muita atividade (MA). A fracdo diclorometano da casca
da espécie Mimosa caesalpiniifolia apresentou Clso variando entre 4,7 e 7,1
pug/mL, para as linhagens de células tumorais SF-29, OVCAR-8, HL-60 e HCT-
116, ja em células vegetais (Allium cepa) apresentou atividade toxica e
citotéxica e auséncia de mutagenicidade em contrentracbes entre 10 e 50
ug/mL, a atividade genotodxica foi evidenciada em concentracdes de 25 e 50
pug/mL. Nessa mesma amostra foi revelada a presenca do acido betulinico um
composto com atividade citotoxica conhecida. Trés amostras foram capaz de
lisar células vermelhas, sugerindo que a acdo citotoxica seja por dano a
membrana plasmatica da célula. As amostras das espécies M. caesalpiniifolia e
C. duarteanum apresentam potencial antioxidante in vitro, por meio da
capacidade de remocéo de radicais hidroxilas e do 6xido nitrico, bem como na
prevencao da formacdo de TBARS. A espectroscopia de varredura - UV-Vis e a
analise por cromatografia em camada delgada analitica se mostraram como
uma ferramenta util na identificacdo inicial das classes de metabdlitos
secundarios. A fragdo diclorometano da casca da M. caesalpiniifolia se mostrou

promissora na busca de substancias naturais anticancer.

Palavras-chaves: Anticancer, Genotoxicidade, Mimosa caesalpiniifolia
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ABSTRACT

In the initial cytotoxic screening samples showed activity ranging from no
activity (SA) to a lot of activity (MA). The dichloromethane fraction from the bark
of Mimosa caesalpiniifolia species showed ICsy ranging between 4.7 and 7.1
Mg/mL to tumor cell lines SF-29, OVCAR-8, HL-60 and HCT-116 already
vegetables cells (Allium cepa) showed toxic and cytotoxic activity and the lack
of mutagenicity contrentracées between 10 and 50 ug/mL, the genotoxic activity
was observed at concentrations of 25 and 50 pg/mL. In the same sample was
revealed the presence of betulinic acid a compound known cytotoxic activity.
Three samples were capable of lysing red blood cells, suggesting that the
cytotoxic action either by damage to the cell plasma membrane. Samples of M.
caesalpiniifolia and C. duarteanum have antioxidant activity in vitro, by
removing capacity of hydroxyl radicals and nitric oxide, as well as in preventing
the formation of TBARS. Spectroscopy scan - UV-Vis and analysis by analytical
thin layer chromatography is shown as a useful tool the initial identification of
classes of secondary metabolites. The dichloromethane fraction from the bark
of M. caesalpiniifolia has shown considerable promise in the search for natural

substances anticancer.

Keywords: Anticancer, Genotoxicity, Mimosa caesalpiniifolia
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5.1 INTRODUCAO

Ha cerca de 25 anos a “guerra contra o cancer” foi langada nos
Estados Unidos e a partir dai varios investimentos foram direcionados para o
estudo do céncer. Durante as Ultimas cinco décadas o tratamento do cancer
tem sido realizado primariamente com uso de varias formas de quimioterapia
citotoxica e terapia de radiacdo precedidas ou ndo por cirurgias. Porém, em
todos os casos, a efetividade dos tratamentos citotoxicos sao limitados pela
geracdo de efeitos adversos que estdo quase sempre relacionados a uma
estreita janela terapéutica, a multipla resisténcia farmacolégica e as
similaridades morfolégicas e fisiologicas entre células normais e transformadas,
0 que torna muito dificil evitar a toxicidade advinda do tratamento,
principalmente, para pacientes no estagio avancado da doenca, quando 0s
efeitos adversos da quimioterapia podem superar os beneficios, e 0 aumento
da sobrevida ndo €& acompanhado pela melhora da qualidade de vida
(ANAZETTI et al, 2003; KAMB, 2005; SOUZA et al., 2007; FERREIRA et al.,
2013b).

O céncer € uma doenca genética e epigenética e tém como
denominador comum um crescimento desordenado de células com potencial
invasivo que podem surgir em diversos tecidos e nos mais diferentes 6rgaos,
com a propriedade de se disseminar para outras regides do corpo. Condi¢des
multifatoriais estdo envolvidas como fatores causais e podem agir em conjunto
Ou em sequéncia para iniciar ou promover o cancer (carcinogénese) como dieta
inadequada, predisposicdo genética e fatores ambientais, que quando
associados a fatores genéticos, favorece o aparecimento de maior nimero de
casos de canceres (PY; JACQUES, 2003; REDDY et al., 2003; INCA, 2014).
Dentre os fatores que favorecem a transformacéo das neoplasias para maligna
incluem: a) evasdo da apoptose; b) auto-suficiéncia para os sinais de
crescimento; c) resiaténcia antiproliferativa; d) proliferacao ilimitada; e) dano ao
DNA, f) estresse oxidativo; g) estresse metabdlico; h) evasdo do sistema
imune; 1) angiogénese e ) invasdo tecidual e metastase conforme

esquematizado na Figura 1.
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Figura 1 — Fatores envolvidos na carcinogénese.
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Fonte: Luo et al. (2009).

Assim como no resto do mundo, as neoplasias apresentam altas taxas
de mortalidade no Brasil e elevados custos clinicos assistenciais. A magnitude
dos agravos varia de acordo com a localizacdo primaria do tumor, o género do
paciente e a regido do pais (BOING et al., 2007). Estimativas indicam que mais
de 2/3 dos cénceres humanos possam ser prevenidos por uma mudanga
adequada no estilo de vida, especialmente na dieta (WU; LIPPMAN, 2011).

Desde 1950, agentes antitumorais tem sido desenvolvidos a partir de
plantas (MARTINO et al., 2014) e até hoje os produtos naturais ainda
representam uma importante fonte de novas moléculas bioativas e promissoras
contra varias doencas (BALUNAS; KINGNORN, 2005; FERREIRA et al., 2008,
2011).

Uma vez que 80% da populacdo mundial depende da medicina
tradicional para suas necessidades basicas de saude e quase 85% dessa
tradicdo envolve o uso de plantas medicinais e seus principios ativos (WHO,
2003), extratos vegetais surgem como uma fonte extraordinaria de novas
moléculas anticancer (FERREIRA et al., 2011, 2013b). Associando o fato de
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gue menos de 10% das espécies vegetais conhecidas da terra tiveram algum
tipo de estudo fitoquimico ou de atividades bioldgicas, acredita-se, entédo, que
muitos medicamentos derivados de plantas ainda estejam por ser descobertos,
incluindo compostos antitumorais e anticarcinogénicos. Porém, ndo se trata de
uma tarefa simples, visto que de cada 5 mil estruturas quimicas testadas,
somente uma se torna medicamento (CORREA et al., 1998; BRANDAO et al.,
2010), assim, esse trabalho avaliou o potencial citotdéxico de 36 extratos de 12
espécies vegetais oriundas do semiarido brasileiro em células tumorais, o
potencial hemolitico e antioxidante das amostras mais citotoxicas e analisou a
atividade antiproliferativa, toxica, citotoxica, genotdxica e mutagénica da fracao

diclorometano da casca do caule de Mimosa caesalpiniifolia Benth.

5.2 MATERIAIS E METODOS
5.2.1 Obtencao das amostras vegetais

Para obtengdo das amostras na forma de extratos e fragbes foram
utilizadas 12 espécies vegetais encontradas no semiarido nordestino. A tabela
1 apresenta uma lista das espécies utilizadas, o nome vulgar, a familia a qual
pertence, o numero de registro de identificacdo junto ao Herbéario Graziela
Barroso da Universidade Federal do Piaui, as partes utilizadas da planta no
estudo, a identificacdo das amostras e suas respectivas siglas utilizadas ao
longo do estudo. A extracdo das amostras foi realizada no departamento de
Quimica Organica da Universidade Federal do Piaui sob a coordenacdo das
professoras Dra. Antbnia Maria das Gracas Lopes Cit6 e Dra. Mariana Helena
Chaves.

As partes das plantas utilizadas foram secas a temperatura ambiente e
reduzidas a po6 fino em moinho de facas. O material obtido foi submetido a
maceracdo com Etanol (EtOH) (10x) na proporcdo 1:4 de material
vegetal/solvente (m/v) com sonicacdo em banho de ultrassom 30 minutos a
cada dia. A fase organica (sobrenadante) foi submetida a filtracdo simples no
intervalo de 3 dias e o extrato etandlico reunido foi concentrado a pressao
reduzida em evaporador rotativo. Ap0s a remocdo do solvente, o extrato foi

liofilizado obtendo-se o extrato etandlico (E.EtOH).
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Parte do E.EtOH foi destinada ao processo de particdo liquido —
liguido. Parte deste extrato foi suspenso em MeOH/H,0 (2:1/v:v). Uma parte da
fase hidroalcodlica foi utilizada e outra extraida exaustivamente com hexano
(6x), com diclorometano (6x) e com acetato de etila (6x), respectivamente, e
por fim, foi coletada também a fracdo aquosa resultante da particdo. O
fluxograma disposto na Figura 2, apresenta o procedimento geral para o
preparo do E.EtOH e a obtencao das fragOes utilizadas no experimento. Todos

0s extratos e fracGes foram liofilizados.



Tabela 1 - Espécies vegetais utilizadas no estudo.
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Familia/Espécie NV Excicata PU Descricdo da amostra Sigla
Fracao hexanica FHF-Pmon (1)
Fabaceae
1 Piptadenia moniliformis Benth Jurema-preta TEPB 27.739 fo Fracao diclorometano FDF-Pmon (2)
Fracdo aquosa FAF-Pmon (3)
Fracéo hexanica FHC-Mcae (4)
Fabaceae y . )
2 ) o Sabia TEPB 26.824 cs Fracao diclorometano FDC-Mcae (5)
Mimosa caesalpiniifolia Benth
Fracdo Aquosa FAC-Mcae (6)
Fragéo hexanica FHF-Acol (7)
Fabaceae
3 Anadenanthera colubrina Brenan Angico escuro TEPB 27.881 fo Fracéo diclorometano FDF-Acol (8)
Fracdo acetato de etila FAcF-Acol (9)
Extrato hexanico EHF-Bpul (10)
Fabaceae
4 Bauhinia pulchella Benth. Mororé de boi TEPB 17.161 fo Extrato etandlico EEF-Bpul (11)
Extrato Aquoso EAF-Bpul (12)
Extrato hexanico EHF-Sacu (13)
Fabaceae
5 : Canela de velho TEPB 17.193 fo Extrato etandlico EEF-Sacu (14)
Senna acuruensis Benth.
Extrato Aquoso EAF-Sacu (15)
. Fracdo hexéanica FHC-Pins (16)
Clusiaceae
6 Bacuri TEPB 20.701 Ccs Extrato etandlico EEC-Pins (17)

Platonia insignis Mart.

Fracdo aquosa

FAC-Pins (18)
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Annonaceae

Oxandra sessiliflora R.E.Fr.

Conduru-preto

TEPB 18.820

ga

Frag&o hexanica
Extrato etandlico

Fracdo aquosa

FHG-Oses (19)
EEG-Oses (20)
FAG-Oses (21)

Combretaceae

Combretum duarteanum Cambess.

Vagueta

TEPB 27.969

fo

Extrato hexanico
Extrato etanélico

Extrato Aquoso

EHF-Cdua (22)
EEF-Cdua (23)
EAF-Cdua (24)

Combretaceae

Combretum mellifluum Eichler

Mofumbo

TEPB 28.192

fo

Extrato hexanico
Extrato etanélico

Extrato Aquoso

EHF-Cmel (25)
EEF-Cmel (26)
EAF-Cmel (27)

10

Combretaceae

Terminalia actinophylla Mart.

Chapada

TEPB 27.990

fo

Extrato hexanico
Extrato etanélico

Extrato Aquoso

EHF-Tact (28)
EEF-Tact (29)
EAF-Tact (30)

11

Bignoniaceae

Handroanthus ochraceus

Ipé do cerrado

fo

Extrato hexanico
Extrato etanélico

Extrato Aquoso

EHF-Hoch (31)
EEF-Hoch (32)
EAF-Hoch (33)

12

Bignoniaceae

Tabebuia aurea

Pau d’arco

fo

Extrato hexanico
Extrato etanélico

Extrato Aquoso

EHF-Taur (34)
EEF-Taur (35)
EAF-Taur (36)

NV: nome vulgar, TEPB: Teresina, Piaui, Brasil; PU: parte utilizada: Folhas (fo); Cascas (cs); Galhos (ga).
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Figura 1 - Fluxograma do procedimento de obtencéo dos extratos e fragOes utilizadas no

estudo.
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5.2.2 Atividade antiproliferativa em linhagens de células tumorais

A citotoxicidade foi avaliada usando o método de MTT (MOSMANN,
1983). E um método rapido, sensivel e barato que analisa a viabilidade e o estado
metabdlico da célula, baseado na conversao do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i)-2,5-difenil tetrazdlio (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas
mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. A solucao
amarela do MTT € reduzida pela atividade mitocondrial nas células
metabolicamente ativas em um cristal roxo (SKEHAN et al., 1990) (Figura 3). As
linhagens celulares foram cultivadas em frascos plasticos para cultura (Corning,
25 cm?, volume de 50 mL para células aderidas e 75 cm?, volume de 250 mL para
células em suspensao), utilizando o meio de cultura RPMI 1640 complementado
com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos (penicilina/estreptomicina). As
células foram incubadas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO, e 95%
de umidade, observadas a cada 24h em relacdo ao crescimento celular e controle
de contaminacdo em microscépio de inversdo (Nikon®) e, quando necessario, as
células foram repicadas em meio de cultura novo.

As substancias foram dissolvidas previamente em dimetilsulféxido
(DMSO) puro estéril para a concentracdo estoque de 5 mg/mL. Primeiramente,
realizou-se uma triagem inicial em relacdo a capacidade citotoxica dos extratos
avaliando-se o percentual de inibicdo da proliferacdo celular na concentracao
Unica de 50 pg/mL. O quimioterapico doxorrubicina (Dox: 0,005 — 5,0 pg/mL) foi
usado como controle positivo e aos pocos do controle negativo adicionou-se
DMSO na concentracao final v/iv de 1,6%. Assim, as linhagens humanas de
tumores sélidos SF-295 (glioblastoma), OVCAR-8 (carcinoma do ovario) e HCT-
116 (carcinoma colorretal) foram plagueadas nas concentracbes desejadas
(Tabela 2). Ap6s 24h de incubacdo, as amostras foram acrescentadas as placa
de 96 pogos (100 pL/pocgo). Apds um periodo de incubagao de 69 h, as placas
foram retiradas e centrifugadas a 1500 rpm/15 min. O sobrenadante foi aspirado e
foram adicionados 200 uL de solugdo de MTT 10% em RPMI 1640, sendo a placa
colocada em estufa a 5% de CO, por 3 h adicionais. Em seguida, as placas foram
novamente centrifugadas a 3000 rpm/10 min, tendo o sobrenadante aspirado e

seu precipitado ressuspendido em 150 yL de DMSO puro e agitado por cerca de
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10 min, até completa dissolucédo dos cristais de formazan. As placas foram lidas

no espectrofotdmetro de placas a um comprimento de onda de 595 nm.

Apbs a selecdo de amostras com potencial minimo inibitério de 75%, tais
amostras foram seriadamente diluidas em meio RPMI completo para obtencao
das concentracdes finais (0,039-50 ug/mL) e adicionadas em placa de 96 pocos
(100 pL/pocgo) contendo células tumorais humanas de SF-295, OVCAR-8, HCT-
116 e HL-60 plaqueadas nas concentracdes desejadas (Tabela 2). Apdés um
periodo de incubacéo de 69 h, as placas foram centrifugadas, o sobrenadante foi
aspirado e foram adicionados 200 pL de solucdo de MTT 10%. Apos 3h de
incubagéo, as placas foram novamente centrifugadas, o sobrenadante foi
aspirado e os cristais de formazan foram dissolvidos em DMSO. As placas foram

lidas no espectrofotébmetro de placas a um comprimento de onda de 595 nm.

Figura 3 - Conversao do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio (MTT)
em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes nas células
metabolicamente ativas.
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Tabela 2 — Linhagens celulares tumorais humanas testadas no ensaio do MTT.

Concentracéo de

Linhagem Celular Tipo histolégico do cancer plagueamento
(células/mL)
SF-295 Glioblastoma 0,1 x 10°
OVCAR-8 Carcinoma do ovario 0,7 x10°
HL-60 Leucemia promielocitica 0,3 x 10°
HCT-116 Carcinoma colorretal 0,7 x10°

Anadlises estatisticas

As amostras foram testadas em triplicata. Os percentuais de inibicdo da
proliferacéo celular e os valores de Clso (concentragdo inibitéria média capaz de
provocar 50% do efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianca de
95% foram calculados a partir de regressdo nao-linear utilizando o programa
Prisma versdo 5.0 (GraphPad Software®).

Como sugerido por Almeida et al. (2014), uma escala de intensidade foi
utilizada para avaliar o potencial citotoxico das amostras: amostras sem atividade
(SA), pouca atividade (PA, inibicdo de crescimento celular variando de 1 a 50%),
atividade moderada (MO, inibicdo de crescimento celular variando de 50 a 75%) e

muita atividade (MA, inibicdo de crescimento variando de 75 a 100%).

5.2.3 Determinacdo da atividade hemolitica em eritrécitos de camundongos

Esta metodologia permite avaliar o potencial de substancias em causar
lesGes diretas a membrana plasmatica da célula, seja pela formacéo de poros ou
pela ruptura total (DRESCH et al., 2005). Para a efetivacdo da analise, o sangue
de trés camundongos Swiss (Mus musculus) foi coletado por via orbital e diluido
em solucao salina (NaCl 0,85% + CaCl, 10 mM). Os eritrécitos foram lavados 3
vezes em solucdo salina por centrifugacédo (1500 rpm/3 min) para reducédo da
contaminacdo plasmatica e ressuspendidos em salina para obtencdo de uma
suspensao de eritrocitos a 2%. Os ensaios foram realizados em placas de 96

pocos. Cada poco da 12 fileira recebeu 100 pL da solucéo salina. Na 22, os po¢os
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receberam 50 pL da solucdo salina e 50 uL do veiculo de diluicAo da amostra
teste, neste caso, DMSO 10%. Aos pocos da 32 fileira, foram adicionados 100 pL
de solucéo salina e 100 yL da amostra teste. Da 42 fileira em diante 0os poc¢os
receberam 100 pL da solucdo salina, excetuando-se os da ultima fileira, que
receberam 80 uL de solucéo salina e 20 uL de Triton X-100 1% (controle positivo).
As diluicdes foram feitas da 32 & 112 cavidade, retirando-se 100 yL da solucdo da
cavidade anterior e transferindo para a seguinte de modo que as concentragdes
foram sempre diluidas pela metade, variando de 1,56 a 250 yg/mL. Em seguida,
100 uL da suspenséao de eritrocitos foram plagueados em todos 0s pocos. Apos
incubacéo de 1 h, sob agitacdo constante a temperatura ambiente (26 + 2 °C), as
amostras foram centrifugadas (5000 rpm/3 min) e o sobrenadante transferido para
uma outra placa para a leitura da absorbancia no espectrofotdmetro de placas a
540 nm. Todos os procedimentos foram apreciados e aprovados (carta de aceite
n°® 034/14) pelo Comité em Pesquisa Animal da UFPI estando de acordo com leis
nacionais [Lei N° 11.794/2008 do Ministério da Ciéncia e Tecnologia/ Conselho
Nacional de Controle de Experimental Animal (CONCEA)] e internacionais (EEC

Directive of 1986, 86/609/EEC) para a pesquisa com animais de laboratorio.

Analises estatisticas

Os valores de CEsp (concentracdo efetiva capaz de provocar 50% do
efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianca (95%) foram
determinados a partir de regressao nao-linear, utilizando o programa Prisma

versdo 5.0 (GraphPad Software®).

5.2.4 Toxicidade, citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade usando o

teste (Allium cepa Linn.)

Para a realizacdo do teste de A. cepa seguiu-se o protocolo sugerido

primeiramente por Fiskesjo (1985), com modificagdes Carvalho et al. (2011).

Condicdes do ensaio e tratamentos
Cada tratamento experimental constou de diluicbes da FDC-Mcae (5) nas
concentracbes de 10, 25 e 50 pg/mL. Como controle negativo utilizou-se agua

desclorificada e como controle positivo sulfato de cobre 0,6 pg/mL.
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Foram utilizadas cebolas da espécie (Allium cepa) (com didmetro: 20 a 30
mm e peso: 5 a 10 g), com catafilos externos brancos, mesmas origens, nao
germinados e saudaveis, adquiridas comercialmente no Mercado Publico Central
de Teresina, Piaui, Brasil, sendo mantidas em local livre de umidade e ao abrigo
da luz.

Antes do teste, os catéafilos externos secos foram removidos com bisturi,
certificando-se para que a é&rea radicular ndo fosse danificada. Em seguida, os
bulbos foram postos em agua de torneira por duas horas para reduzir os efeitos
de possiveis inibidores do brotamento.

Cada tratamento constituiu-se de 05 (cinco) bulbos. A solugéo teste foi
distribuida em recipientes de vidro, previamente esterilizados, de capacidade de 5
mL e um bulbo foi colocado em cada recipiente com a area radicular em contato
com a solucéo, para permitir a germinacdo em temperatura ambiente entre 18 e
22 °C (KOVALCHUK et al., 1998).

O volume de solugcao absorvido era reposto diariamente, objetivando a
manutencdo das raizes mergulhadas. Apdés 72 h de exposicdo, as raizes foram
extraidas com o auxilio de uma régua, sendo desprezadas aquelas muito curtas
ou muito longas, sendo o tamanho das raizes utilizado como avaliacdo de
toxicidade. Ap6s a mensuracao, foram colocadas em solucao fixadora de Carnoy
(etanol 99%/ &cido acético glacial — 3: 1 v/v) durante 24h e, apds, em etanol 70%,
conservando-se sob refrigeracdo até o momento da preparacdo histolégica das
laminas (FISKEJO, 1985).

Preparo das laminas

Para o preparo das laminas, duas a trés raizes foram retiradas do etanol
70%, lavadas em agua destilada (3 banhos de 5 min) e hidrolizadas em HCI| 1M a
60 °C por 8 min. Em seguida, transferiu-se as raizes para frascos escuros
(&dmbar), contendo o reativo de Schiff (fuccina basica/metabissulfito de sédio — 3:1
p/p), por aproximadamente 2 horas. Com auxilio de uma pinga e de uma lamina
de bisturi, a coifa (por¢céo apical da raiz) de aproximadamente 1 mm a 2 mm de
comprimento foi retirada, desprezando o restante da raiz. Adicionou-se duas
gotas de carmim acético 2% e deixou-se corar durante 10 minutos. Logo, em
seguida, os apices de raizes foram transferidos para uma lamina. A laminula foi

entdo colocada sobre a lamina e feito o squash (esmagamento) com o dedo
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polegar, com razoavel pressdo. O material preparado foi entdo levado ao
microscopio Optico para observacdo no aumento de 1000X, seguindo-se a

recomendacao de se usar lente de imerséo.

Andlises toxica, citotoxica, mutagénica e genotoxica

A toxicidade das substancias testadas foram analisadas através do
crescimento das raizes e os resutados comparados com o controle negativo.

Para os ensaios de citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade,
foram avaliadas 5000 células por tratamento (1000 células/lamina). Os seguintes
parametros foram observados: (a) indice mitético (IM); (b) aberracbes
cromossOmicas (AC's) no ciclo mitético; e (c) presenga de micronucleos (MN). O
IM corresponde a relacdo do numero de células em divisdo e total de células
observadas, em porcentagem, sendo analisada a presenca de profase, metafase,
anafase e tel6fase separadamente e expressos como indice de fases de células
em divisao (IF) (ROA; YEBER; VENEGAS, 2012).

Para a andlise de AC, foram contabilizados cromossomos soltos e
fragmentos cromossémicos em todas as fases do ciclo celular (préfase, metafase,
anafase e telofase), pontes e atrasos anafasicos, sendo todos o0s registros
reunidos em uma s categoria para possibilitar a avaliacdo das AC como um
Unico endpoint e expressos em porcentagem do indice genotéxico (1IG%). A
presenca de micronucleos nos tatamentos foi comparada com o controle negativo

e expressa em porcentagem do indice mutagénico (IMt%).

Anédlises Estatisticas

Os resultados apresentados como a média + desvio padrdo da média
(D.P.M.) foram avaliados por meio da Analise de Variancia (ANOVA) seguido por
Tukey utilizando o programa Graphpad Prism 5.0 (Intuitive Software for Science,
San Diego, CA) considerando P < 0,05.

5.2.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Para o preparo da amostra utilizou-se 10 mg da FDC-Mcae (5) dissolvida
em 2 mL de MeOH grau HPLC (Sigma-Aldrich®) e submetida a extracdo em fase

sélida em cartucho C-18 (Agilent®) e filtrada em filtro de 0,45 pm. A amostra foi
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analisada em HPLC (do Laboratorio de Geoquimica Organica - LAGO). Utilizou-se
agua (0,1% de AcOH) como eluente A e MeOH como eluente B com o seguinte
gradiente de 0,01 - 1 min com 5% de B, 1,1 — 30 min com 5-95% de B, 30,1 —
35% com 100 % de B, no comprimento de onda de A =206 nm e volume de
injecdo de 5 uL. O padrdo de &cido betulinico (Figura 4) na concentracéo de 1
mg/mL foi avaliado nas mesmas condi¢cdes cromatograficas. Para a analise de co-
injecdo 0,7 uL da solucdo de &cido betulinico foi adicionado em 0,7 uL da FDC-
Mcae (5).

Figura 4 — Estrutura molecular do &cido betulinico

5.2.6 Avaliagdo da atividade antioxidante in vitro

As analises antioxidantes foram realizadas apenas com as amostras
Mimosa caesalpiniifolia [FDC-Mcae (5)] e Combretum duarteanum [EEF-Cdua

(23)], as quais apresentaram resultados promissores na triagem citotoxica inicial.

5.2.6.1 Peroxidagdo lipidica por meio da determinagdo de substancias
acidas reativas com o acido tiobarbitarico (TBARS)

Este teste foi utilizado para quantificar nivel de peroxidacgéo lipidica e
adaptado para medir a capacidade antioxidante dos extratos usando gema de ovo
homogeneizado como substrato rico em lipidios (ESTERBAUER; CHEESEMAN,
1990; GUIMARAES et al., 2010). A gema de ovo foi brevemente homogeneizada
(1% p/v) em tampao fosfato 20 mM (pH 7,4). Em seguida 1 mL de homogenato foi

sonicado e ao homogeneizado foi adicionado 0,1 mL de cada amostra testada nas
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concentracbes 0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 yg/mL. A peroxidacédo lipidica foi induzida
pela adicao de 0,1 mL da solucao de 2,2’-azobis[2-
metilpropionamidinaldihidrocloreto (AAPH) 0,12 M. Ao grupo controle foi
adicionado apenas o veiculo (DMSO 1,6% dissolvido em agua destilada). As
reacoes foram realizadas durante 30 min a 37 °C e ap0s o resfriamento, as
amostras (0,5 mL) foram centrifugadas com 0,5 mL de &cido tricloroacético (15%)
a 1200 rpm por 10 min. Uma aliquota de 0,5 mL de sobrenadante foi misturado
com 0,5 mL &cido tiobarbitarico 0,67% (TBA) e aquecida a 95 °C durante 30 min.
Apoés o resfriamento, a absorbancia das amostras foi medida a 532 nm e os
resultados foram expressos em porcentagem de TBARS formadas apenas pelo
AAPH isolado.

A porcentagem de reducdo dos radicais livres (R%) foi determinada em
funcdo das medidas das absorbancias por meio da seguinte equacao
(REANMONGKOL et al., 1994):

R% =100 X (A - A7) / Ac

Onde: A; é a absorbancia do controle, obtida do meio reacional sem a
amostra e At é o valor de cada substancia testada.

Anédlises estatisticas

Os dados foram apresentados como a média + erro padrdo da média
(E.P.M.) e analisados por ANOVA seguido Newman-Keuls com significancia de
5% (P < 0,05). Os valores de CEsy (concentracéo efetiva capaz de provocar 50%
do efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianca (95%) foram
determinados a partir de regressao nao-linear. Todas as analises foram feitas no

programa Prisma versdo 5.0 (GraphPad Software®).

5.2.6.2 Remocéo de radicais hidroxila ("OH)

A formacao do radical hidroxila ("OH), mediante a reacdo de Fenton, foi
quantificada usando a degradacdo oxidativa da 2-desoxirribose a malonaldeido
(MDA), que por sua vez reage com o acido tiobarbittrico (TBA) (LOPES et al.,

1999). As reacdes foram iniciadas pela adicao de sulfato ferroso (FeSO4) em uma
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concentracéo final de 6 mM em solucdes contendo 5 mM de 2-desoxirribose, 100
mM de H,O, e 20 mM de tampao fosfato (pH 7,2). Para medir a atividade
antioxidante de remoc¢ao do radical hidroxila, diferentes concentrac¢des (0,9; 1,8;
3,6; 5,4 e 7,2 ug/mL) das amostras testadas foram adicionadas ao sistema antes
da adicdo de FeSO,. Apo6s 15 min a temperatura ambiente, a reacdo foi
blogueada pela adicdo de acido fosférico 4% (v/v) seguido de TBA 1% (p/v, em
NaOH 50 mM). As soluc¢des foram aquecidas durante 15 min a 95 °C, e depois
resfriadas a temperatura ambiente. A absorbancia foi medida a 532 nm e os

resultados foram expressos em funcédo da degradacéo da 2-desoxirribose.

Analises estatisticas

Os dados foram apresentados como a média * erro padrdo da média
(E.P.M.) e analisados por ANOVA seguido Newman-Keuls com significancia de
5% (P < 0,05). Os valores de CEsp (concentracéo efetiva capaz de provocar 50%
do efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianga (95%) foram
determinados a partir de regressao nao-linear. Todas as analises foram feitas no

programa Prisma versdo 5.0 (GraphPad Software®).

5.2.6.3 Remocado de radicais nitrito (NO")

O radical nitrito (NO3") surge a partir da interacdo do 6xido nitrico com o
oxigénio e sua formacéo € quantificada pela reacdo de Griess (BASU; HAZRA,
2006). O oxido nitrico foi inicialmente gerado a partir da decomposicao
espontanea do nitroprussiato de sédio (NPS) em tampdo fosfato 20 mM (pH 7,4).
O meio reacional (1 mL) contendo NPS em tampé&o fosfato e as amostras
testadas em diferentes concentracbes (0,9; 1,8; 3,6; 54 e 7,2 pg/mL) foram
incubados a 37 °C durante 1 h. Uma aliquota de 0,5 mL foi retirada e misturada
com 0,5 mL do reagente de Griess. A absorbancia do croméforo foi medida em
540 nm. A porcentagem de inibicdo do nitrito produzido foi medida por meio da
comparacao dos valores de absorbancia dos controles (nitroprussiato de sodio 10
mM e veiculo) e os resultados foram expressos em porcentagem de nitrito

formado pelo NPS isolado.

Analises estatisticas



108

Os dados foram apresentados como a média * erro padrdo da média
(E.P.M.) e analisados por ANOVA seguido Newman-Keuls com significancia de
5% (P < 0,05). Os valores de CEsp (concentracéo efetiva capaz de provocar 50%
do efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianca (95%) foram
determinados a partir de regressao nao-linear. Todas as analises foram feitas no

programa Prisma versdo 5.0 (GraphPad Software®).

5.2.7 Andlise espectrométrica — UV-Vis

O espectro na regido UV-Vis foi realizado apenas para as amostras com
resultados promissores na triagem inicial de citotoxicidade A varredura foi
realizada na faixa de 200-800 nm no espectrofotobmetro UV-Vis (Varian modelo
Cary 300 n). Os resultados foram expressos na forma de graficos com resultados
de absorbancia versus comprimento de onda. As substancias testadas foram
preparadas com concentracdes de 1 mg/mL para a fracdo diclorometano da casca
de Mimosa caesalpiniifolia [FDC-Mcae (5)] e de 150 pg/mL para o extrato

etandlico das folhas de Combretum duarteanum [EEF-Cdua (23)].

5.2.8 Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)

A andlise em cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foi
realizada apenas para as amostras com resultados promissores na triagem inicial
de citotoxicidade, As substancias testadas foram preparadas com concentracées
de 1 mg/mL para a fracdo diclorometano da casca de Mimosa caesalpiniifolia
[FDC-Mcae (5)] e de 150 ug/mL para o extrato etandlico das folhas de Combretum
duarteanum [EEF-Cdua (23)].

As placas para cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foram
preparadas com 0,25 mm de espessura, usando como fase estacionaria, gel de
silica 60 GF254 da Merck e 60 G Vetec. Foram utilizandos como eluentes
hexano/AcOEt (8:2), CHCI3/MeOH (9:1) CHCI3/MeOH/H,O (65:30:5). As
revelagcdes das cromatoplacas foram feitas por borrifamento com solugéo de

sulfato cérico [Ce(SOy),].



109

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Atividade citotéxica (MTT)

Dentre os resultados obtidos na triagem citotoxica apds 72h de incubacéo
(Tabela 3), observou-se que cinco das 36 amostras testadas e o &cido betulinico
apresentaram muita atividade (MA, inibicAdo de crescimento entre 75 e 100%)
contra as trés linhagens tumorais utilizadas: as fracbes hexanica e diclorometano
da casca de Mimosa caesalpiniifolia (4) e (5), a fragdo hexanica da casca de
Platonia insignis (16) e os extratos etanolicos das folhas de Combretum
duarteanum (23) e Combretum mellifluum (26) respectivamente. Adicionalmente,
2 amostras apresentaram mais de 90% de inibicdo da proliferacdo celular: os
extratos etandlicos das folhas de Combretum duarteanum (23) e Handroanthus
ochraceus (32). Por outro lado, as outras amostras apresentaram pouca oOu
nenhuma atividade antiproliferativa frente as linhagens neoplasicas testadas
(percentual de inibicdo do crescimento celular menor que 50%). O controle

doxorrubicina foi muito ativo contra todas as linhagens.
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Tabela 3 - Triagem da atividade citotdxica in vitro de 36 extratos e fracdes de plantas
pertencentes a diferentes familias do semiarido brasileiro e do isolado acido betulinico
contra trés linhagens de células tumorais.

Amostras

Inibicdo da Proliferacdo Celular (%)

HCT-116

OVCAR-8

SF-295

FHF-Pmon (1)

-30,7 + 17,0 (SA)

3,4 + 2,8 (PA)

22,0+ 1,2 (PA)

FDF-Pmon (2)

-51,4 + 3,0 (SA)

5,2 + 2,5 (PA)

3,2 2,8 (PA)

FAF-Pmon (3)

-58,4 + 3,2 (SA)

5,3+ 3,1 (SA)

6,1+ 5,1 (PA)

FHC-Mcae (4)

86,4 + 4,5 (MA)

74,5 + 7,6 (MO)

65,5 + 10,3 (MO)

FDC-Mcae (5)

90,9 + 0,5 (MA)

88,2 + 0,8 (MA)

86,9 + 0,9 (MA)

EAC-Mcae (6)

28,7 + 3,7 (PA)

26,2 + 2,1 (PA)

44,7 £ 4,1 (PA)

FHF-Acol (7)

52,7+ 1,2 (SA)

13,7 + 3,6 (PA)

4,4 +0,6 (PA)

FDF-Acol (8)

-43,1 + 19,5 (SA)

34,2 +1,7 (PA)

25,5+ 4,0 (PA)

FAcF-Acol (9)

-72,0 + 8,8 (SA)

-30,1 + 0,6 (SA)

-27,8 + 5,1 (SA)

EHF-Bpul (10)

-6,5 % 9,9 (SA)

-7,6 £ 3,4 (SA)

39,3+ 5.2 (PA)

EEF-Bpul (11)

-10,8 £ 9,9 (SA)

20,1 + 4,2 (PA)

32,4 £ 5,7 (PA)

EAF-Bpul (12)

-18,3 + 7,8 (SA)

-10,1 + 0,6 (SA)

19,1 + 4,7 (PA)

EHF-Sacu (13)

-0,3 £ 3,5 (SA)

-6,6 £ 2,6 (SA)

42,3 + 16,0 (PA)

EEF-Sacu (14)

-19,0 + 0,5 (SA)

2,2 + 3,2 (PA)

20,0 + 6,6 (PA)

EAF-Sacu (15)

-7,0 + 3,3 (SA)

12,3+ 5,4 (SA)

-12,3 + 24,6 (SA)

FHC-Pins (16)

93,8 + 3,5 (MA)

91,7 + 0,2 (MA)

88,3 + 7,4 (MA)

EEC-Pins (17)

-11,5 + 4,6 (SA)

37,2 + 17,4 (PA)

22,7 + 6,4 (PA)

FAC-Pins (18)

11,0 + 14,0 (PA)

-16,9 + 2,6 (SA)

51,2 + 13,7 (MO)

FHG-Oses (19)

48,3 + 3,3 (PA)

42,2 + 19,5 (PA)

58,0 + 9,7 (MO)

EEG-Oses (20)

10,3 + 3,9 (PA)

4,7+ 0,1 (PA)

48,3 + 0,2 (PA)

FAG-Oses (21)

5,5+ 6,0 (SA)

-8,6 + 0,7 (SA)

17,0 + 4,2 (PA)
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EHF-Cdua (22)

49,6 + 3,5 (PA)

38,6 + 16,4 (PA)

42,7 + 1,9 (PA)

EEF-Cdua (23)

100,6 + 0,5 (MA)

94,4 + 2,9 (MA)

97,1+ 0,3 (MA)

EAF-Cdua (24)

26,1+ 9,9 (PA)

52,2 + 6,9 (MO)

52,3 + 3,4 (MO)

EHF-Cmel (25)

45,3 + 6,0 (PA)

36,9 + 34,5 (PA)

37,0 + 2,8 (PA)

EEF-Cmel (26)

95,9 + 0,3 (MA)

83,9+ 1,4 (MA)

89,0 1,2 (MA)

EAF-Cmel (27)

68,4 + 3,9 (MO)

57,9 + 1,1 (MO)

41,7 + 3,9 (PA)

EHF-Tact (28)

53,8 + 6,0 (MO)

59,5 + 13,4 (MO)

28,3+ 1,5 (PA)

EEF-Tact (29)

80,4 + 1,9 (MA)

83,7 + 5,6 (MA)

62,7 + 1,7 (MO)

EAF-Tact (30)

79,4 + 1,4 (MA)

79,0 + 0,0 (MA)

59,7 + 2,6 (MO)

EHF-Hoch (31)

47,5+ 1,4 (PA)

18,3 + 5,8 (PA)

36,6 + 1,7 (PA)

EEF-Hoch (32)

91,2 + 6,4 (MA)

98,3 + 1,3 (MA)

92,2 + 6,9 (MA)

EAF-Hoch (33)

32,5+ 1,7 (PA)

21,9 + 0,1 (PA)

17,5+ 1,8 (PA)

EHF-Taur (34)

58,4 + 0,8 (MO)

45,0 + 1,4 (PA)

47,2 + 3,8 (PA)

EEF-Taur (35)

43,1+ 16,6 (PA)

59,6 + 29,7 (MO)

80,0 + 17,0 (MA)

EAF-Taur (36)

17,2 + 6,4 (PA)

3,2+ 1,7 (PA)

18,9 + 0,9 (PA)

Acido Betulinico

99,8 + 2,8 (MA)

96,0 + 1,6 (MA)

100,0 * 3,2 (MA)

Doxorubucina

96,8 + 4,6 (MA)

100,0 + 0,7 (MA)

83,6 + 3,0 (MA)

A triagem foi determinada pelo ensaio MTT apds 72h de incubacgéo na concentracéo de 50 pg/mL.
FHF-fracdo hexéanica das folhas, FDF-fragdo diclorometano das folhas, EHF-extrato hidroalcdolico
das folhas, FHC-fracdo hexéanica da casca, FDC-fracdo diclorometano da casca, FAC-fracdo
aguosa da casca, FAF-fracdo aquosa das folhas, FAcF-fracdo acetato de etila das folhas, EHF-
extrato hexanico das folhas, EEF- extrato etandlico das folhas, EAF-extrato aquoso das folhas,
FHG-fragcdo hexanica dos galhos, EEG-extrato etandlico dos galhos, FAG-fragdo aquosa dos
galhos. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M) do percentual
de inibicdo do crescimento celular a partir de 2 experimentos independentes para as linhagens
tumorais humanas de ovéario (OVCAR-8), glioblastoma (SF-295) e colorretal (HCT-116).
Doxorrubicina (0,3 ug/mL) foi usada como controle positivo. Amostra sem atividade (SA), pouca
atividade (PA, inibicdo de crescimento celular variando de 1 a 50%), atividade moderada (MO,
inibicdo de crescimento celular variando de 50 a 75%) e muita atividade (MA, inibicdo de
crescimento variando de 75 a 100%).
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Levando em consideracdo o percentual antiproliferativo analisado pelo
método do MTT (Tabela 3), as amostras que se revelaram muito ativas contra
pelo menos 2 linhagens de células tumorais foram selecionadas para a
determinacdo dos valores de Clsy. Assim, tais amostras foram seriadamente
diluidas em meio RPMI completo (0,039-50 ug/mL) e adicionadas em placa de 96
pogos (100 uL/pogo) contendo células tumorais humanas de SF-295, OVCAR-8,
HCT-116 e HL-60. A citotoxicidade foi avaliada apds 72h de exposi¢cdo. Como
descrito na Tabela 4, a amostra FDC-Mcae (5) apresentou o maior potencial
citotoxico dentre todos os extratos e fracbes testados, com valores de Cls

variando entre 4,7 e 7,1 pg/mL.
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Tabela 4 — Atividade citotdxica in vitro e seus respectivos valores de Clg, de extratos e
fracGes de plantas pertencentes a diferentes familias do semiarido brasileiro e do isolado
acido betulinico contra quatro linhagens de células tumorais utilizando ensaio de MTT
apo6s 72 h de incubacéo.

Clso (Mg/mL)
AMOSTRAS
SF-295 OVCAR-8 HL-60 HCT-116
24,6 22,9 13,8 22,5
FHC-Mcae (4)
20,2 -30,0 17,1 - 30,7 12,3-155 20,5-24,8
54 7,1 4,7 5,2
FDC-Mcae (5)
4,7 - 6,2 6,2-8,1 4,3-5,0 4,6-5,8
_ 22,3 25,1 21,5 18,9
FHC-Pins (16)
17,6 - 28,8 20,5 - 30,7 15,0 - 30,7 16,8 - 21,3
6,4 28,6 13,5 22,1
EEF-Cdua (23)
3,3-12,4 21,5-38,1 9,4-19,2 20,4 - 23,9
23,5 27,5 13,7 32,4
EEF-Cmel (26)
21,4 - 25,7 23,4 - 32,3 10,5-17,8 27,3-38,4
14,8 17,5 17,2 35,6
EEF-Tact (29)
12,5-17,6 11,7 - 26,2 12,6 - 23,6 31,5-40,3
8,1 20,1 10,5 24,1
EAF-Tact (30)
6,6 - 10,0 15,6 - 25,8 8,7-12,6 21,3-27,2
18,2 32,0 15,6
EEF-Hoch (32) > 50,0
16,7 - 19,9 23,9 -42,7 11,1-22,1
i 24,4 8,4 14,6 3,5
Acido Betulinico
17,01 - 35,15 6,10 - 11,58 9,18 - 23,50 2,61-4,79
0,2 0,3 0,02 0,1
Doxorrubicina
0,13-0,23 0,17-0,31 0,01-0,02 0,09 -0,17

FHC-fracao hexanica da casca, FDC-fracdo diclorometano da casca, EEF- extrato etandlico das
folhas, EAF-extrato aquoso das folhas. Os resultados foram expressos como Clsy (concentracdo
capaz de inibir 50% do crescimento celular) obtidos por regressdo néo-linear com intervalo de
confianca de 95 % a partir de 2 experimentos independentes para as linhagens tumorais humanas
de ovario (OVCAR-8), glioblastoma (SF-295) e colorretal (HCT-116). Doxorrubicina (0,3 ug.mL'l)
foi usada como controle positivo.
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5.3.2 Atividade hemolitica

As oito amostras que revelaram potencial antiproliferativo nos ensaios
biologicos pelo método do MTT foram submetidas a determinacdo da atividade
hemolitica usando a suspenséo de eritrécitos de camundongos a 2%. Apos 60
min de incubacdoo sob agitacdo constante, apenas a fracdo hexanica da casca
de Platonia insignis (16) e os extratos etanodlicos das folhas de Combretum
duarteanum (23) e de Terminalia actinophylla (29), revelaram atividade hemolitica
e valores de CEs de 48,5 (35,4-66,6), 27,5 (21,2-35,7) e 13,2 (10,1-17,4) pg/mL,

respectivamente.

Tabela 5 — Atividade hemolitica de extratos e fracbes de plantas pertencentes a
diferentes familias do semiarido brasileiro frente a eritrocitos de camundongos Swiss
(Mus musculus) apdés 1h de incubacgéo.

AMOSTRAS CEso (ug/mL)
FHC-Mcae (4) > 250
FDC-Mcae (5) > 250
FHC-Pins (16) 35’?’26’6
EEF-Cdua (23) 21’57_’25,7
EEF-Cmel (26) > 250
EEF-Tact (29) 10&31%’4
EAF-Tact (30) > 250
EEF-Hoch (32) > 250

Os valores de CEsg, (concentracdo efetiva capaz de provocar 50% do efeito maximo) e seus
respectivos intervalos de confianca (95%) foram obtidos por regresséo ndo-linear a partir de 2
experimentos independentes.
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5.3.3 Toxicidade, citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade (em

células meristeméticas de Allium cepa)

O tratamento das raizes de A. cepa com a FDC-Mcae (5) revelou
toxicidade e reducdo do crescimento das raizes em todas as concentragcdes
testadas (0,86 + 0,11; 0,76 = 0,10 e 0,64 + 0,04 cm nas concentracdes de 10, 25
e 50 pg/mL respectivamente) quando comparado ao controle negativo (1,26 +
0,13 cm) com p < 0,05 (Figura 5). O grupo controle positivo, tratado com sulfato

de cobre (0,6 pg/mL), apresentou raizes com tamanho de 0,36 + 0,02 cm

Figura 5 - Tamanho das raizes em espécimes de Allium cepa expostas a fracdo
diclorometano da casca de Mimosa caesalpiniifolia nas concentracdes de 10, 25 e 50
pg/mL apd6s 72 h de exposicao.
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Valores correspondem a média = D.P.M. (n=5). CN: controle negativo - 4gua da de abastecimento
desclorificada, CP: controle positivo - sulfato de cobre (0,6 pg/mL). * p < 0,05 quando comparado
ao controle negativo por ANOVA seguido do Teste de Tukey.

De maneira similar ao demostrado nos resultados de toxicidade, todos os
tratamentos (10, 25 e 50 pg/mL) causaram reducédo do IM (39,2 + 4,6; 37,7+ 4,0 e
33,8 + 4,0%) em relagcéo ao controle negativo (74,6 £ 8,6%), sugerindo uma acao
antiproliferativa da FDC-Mcae (5) (p < 0,05). O oposto pode ser verificado quando
se analizou o indice mutagénico, uma vez que nenhum dos tratamentos

apresentou indicacdo de mutagenicidade. Ja o controle positivo apresentou acéo
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toxica e mutagénica. Quanto ao o indice de fase, a maior parte das células se

apresentou em divisdo e esta na fase de préfase (Tabela 6).

Tabela 6 — indice de fases em células em divis&o, indice mitético e indice mutagénico em
espécimes de Allium cepa expostas a fracdo diclorometano da casca da Mimosa
caesalpiniifolia nas concentragfes de 10, 25 e 50 pug/mL apds 72 h de exposicao.

indice de fase de células em divisdo (IF%)

Tratamentos @ 2
pg/mL IM (%) IMt (%)

Préfase Metafase  Anafase Tel6fase

CN 779+09 95+0,3 6,7+1,0 59+0,3 74,6 + 8,6 0,04+0,1
CP 68,4+12 116+09 105+05 95+05 326+44 1,0+0,2"
10 957+08 29+05 0,7+0,4 0,7+03 392+46  0,06+0,1
25 93,8+0,8 3,9+0,2 1,7+0,9 06+08 37,740  0,08+0,1
50 931+11 3,7+0,8 27+09 09+08 33840 0,02+0,04

Valores correspondem a média + D.P.M. (n=5 bulbos/concentra¢do) e total de 5000 células. CN:
controle negativo - 4gua da de abastecimento desclorificada, CP: controle positivo - sulfato de
cobre (0,6 pug/mL). * p < 0,05 quando comparado ao controle negativo por ANOVA seguido do
Teste de Tukey.

Para avaliacédo do indice genotoxico (IG), as seguintes alteracdes foram
consideradas aberracdes cromossémicas: pontes, perdas, fragmentos e atrasos
(Figura 6).
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Figura 6 - Fotomicrografias de aberracdes cromossdémicas em células de Allium cepa
expostas em diferentes concentracbes da fracdo diclorometano da casca da Mimosa
caesalpiniifolia apos 72 de exposicao.

q 80, *
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A — Ponte anafasica, B — Perda cromossémica, C — Atraso cromossémico, D — Fragmento
cromossémico.

Os resultados expressos na Tabela 7 indicam aumento significativo (p <
0,05) de aberracdes cromossdmicas na forma de pontes apenas na concentracao
de 50 pg/mL (17,0 £ 1,1). Por outro lado, houve aumento do IG (0,60 + 0,1 e 0,76
+ 0,1%) nas duas maiores concentracbes testadas (25 e 50 pg/mL,
respectivamente), quando comparada ao controle negativo (0,34 + 0,1%),
sugerido possiveis efeitos genotoxicos da FDC-Mcae (5) nessas concentracdes.
O controle positivo sulfato de cobre (0,6 pg/mL) favoreceu o surgimento de todos
as formas de aberracbes cromossdmicas analisadas [pontes (38,0 + 1,1), perdas
(12,0 £ 0,9), fragmentos (22,0 £ 1,7) e atrasos (1,86 = 0,2) e aumentou o IG para
1,86 £ 0,2 % quando comparados ao controle negativo (6,0 + 1,1; 2,0 + 0,5; 6,0 =
0,8e 3,0+ 0,4 e 0,34 + 0,1%, respectivamente) (p < 0,05).
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Tabela 7 — indice de aberragdes cromossdmicas e indice genotdxico em espécimes de
Allium cepa expostas a fragdo diclorometano da casca da Mimosa caesalpiniifolia nas

concentracdes de 10, 25 e 50 pg/mL apds 72 h de exposicéo.

Aberragcdes cromossdmicas

Tratar?n?Etos IG (%)
HY Pontes Perdas Fragmentos Atrasos
anaféasicas cromossbmicas cromossémicos anafasicos
CN 6,0+1,1 2,0+0,5 6,0+ 0,8 3,004 0,34 +£0,1
CP 38,0+ 1,1 12,0+ 0,9 220+ 1,7 21,0+£2,2 1,86+ 0,2
10 40+0,4 1,0+0,4 2,0+0,9 50+1,2 0,22 +0,2
25 120+1,1 2,0+0,5 7,0+0,9 8,0+0,9 0,60 + 0,1*
50 170+ 1,1 4,0+0,8 10,0+ 1,0 70+15 0,76 + 0,1

Valores correspondem a média + D.P.M. bulbos/concentracdo). CN: controle negativo - agua da
de abastecimento desclorificada, CP: controle positivo - sulfato de cobre (0,6 pg/mL). * p < 0,05
quando comparado ao controle negativo (ANOVA seguido pelo teste de Tukey)

5.3.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A Figura 7 apresenta o cromatograma obtido para a FDC-Mcae (5) no

comprimento de onda de 206 nm, com um pico caracteristico da presenca de

acido betulinico. A presenca desse composto foi evidenciada a partir da analise

do padréo de acido betulinico, que apresentou tempo de retencao de 28,44 min. A

analise de co-injecdo confirmou a presenca do acido betulinico, uma vez que

houve um aumento na intensidade do pico caracterisitico do composto, com

tempo de retencdo de 28,46 min.
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Figura 7 - Cromatograma da fracdo diclorometano da casca da Mimosa caesalpiniifolia,
do padrao acido betulinico e de sua co-injecdo em HPLC.
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5.3.5 Avaliacéo da atividade antioxidante in vitro

Os ensaios antioxidantes in vitro pelos métodos de inibicdo de radicais
hidroxila ("OH), diminuicdo de niveis de TBARS e producéo de nitrito (NO;") foram
realizados apenas para as amostras FDC-Mcae (5) e EEF-Cdua (23) que
apresentaram resultados promissores nos ensaios antiproliferativos. As figuras 8
e 9 apresentam os resultados dos percentuais de inibicdo de cada amostra
testada e do padrdo Trolox® em relacdo ao meio reacional (controle negativo que

contém apenas o radical).
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Ambas as amostras apresentaram potencial antioxidante, uma vez que
foram observados resultados estatisticamente significantes de inibicdo na
producdo de radicais hidroxila ("OH), diminuicdo de niveis de TBARS e da
producdo de nitrito (NO;) com a fragdo diclorometano da casca de Mimosa
caesalpiniifolia e com o extrato etandlico das folhas de Combretum duarteanum (p
< 0,05) (Figuras 8 e 9). Porém, as duas maiores concentracdes (5,4 e 7,2 yg/mL)
da FDC-Mcae (5) ndo foram capazes de reduzir os niveis de radicais ‘'OH (p <
0,05) em relacdo ao Trolox®. A relagdo concentracdo-efeito ficou mais
evidenciada nos estudos com a EEF-Cdua (23), com a qual foi possivel perceber
gue o aumento da concentragédo foi capaz de aumentar a atividade antioxidante
em relacdo a concentracdo imediamente anterior. No entanto, a FDC-Mcae (5)
apresentou os menores valores de CEs (0,29; 0,10 e 0,78 pg/mL) em todos os
parametros analisados (producdo de ‘OH, niveis de TBARS e producado de NO;)
gquando comparados aos valores de CEs obtidos com o EEF-Cdua (23) (5,24;
5,04 e 4,52 pg/mL), respectivamente (Tabela 8).

Figura 8 - Capacidade antioxidante da fragdo diclorometano da casca de Mimosa
caesalpiniifolia (0,9-7,2 ug/mL) frente a inibicdo de radicais hidroxila ((OH), diminuicdo de
niveis de TBARS e da producéo de nitrito (NO,).
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Controle Trolox 5,4 7,2 (ug/mL)
negativo 7,2 ug/mL
[ Radicais hidroxila (*OH) [ Nitrito (NO,) Bl TBARS

Os valores correspondem a média + E.P.M. (erro do padrdo da média) de experimentos
independentes (n=3). O controle negativo equivale apenas ao meio reacional. Trolox (7,2 pg/mL)
foi usado como padrdo antioxidante. *p < 0,05 em relacdo ao meio reacional (100% de radical)
analisado por ANOVA seguido por Newman-Keuls.



121

Figura 9 - Capacidade antioxidante do extrato etandlico das folhas da espécie

Combretum duarteanum (0,9-7,2 ug/mL) frente a inibicdo de radicais hidroxila (‘OH),
diminuicdo de niveis de TBARS e da producao de nitrito (NO,").
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Controle Trolox 0,9 1,8 3,6 5,4 7,2 (“g/mL)
negativo 7,2 ugimL

[ Radicais hidroxila (*OH) [l Nitrito (NO,") Bl TBARS

Os valores correspondem a média + E.P.M. (erro padrdo da média). de experimentos
independentes (n=3). O controle negativo equivale apenas ao meio reacional. Trolox (7,2 pug/mL)
foi usado como padrdo antioxidante. “p < 0,05 em relacdo ao meio reacional (100% de radical)
analisado por ANOVA seguido Newman-Keuls; bp < 0,05 em relacdo a concentragdo anterior
analisado por ANOVA seguido por Newman-Keuls.

Tabela 8 - Concentragdo eficaz necessaria para causar 50% do efeito maximo (CEsp)
obtida em ensaios antioxidantes in vitro com a fracdo diclorometano da casca de Mimosa
caesalpiniifolia e o extrato etandlico das folhas da espécie Combretum duarteanum
empregando os métodos de remogdo de radicais hidroxila (‘(OH), remogdo de radicais
nitrito (NO,") e substancias reativas com o acido tiobarbittrico (TBARS).

CE /mL
Parametro analisado s (Hg/mL)

FDC-Mcae (5) EEF-Cdua (23)
Radical hidroxila ("OH) 0,29 5,24
Remocao nitrito (NO5") 0,10 5,04

TBARS 0,78 4,52
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5.3.4 Analise espectrométrica UV-VIS

A amostra FDC-Mcae (5) apresentou um pico absorcao na regiao de 290
nm, e a amostra EEF-Cdua (23), apresentou picos de absor¢cédo entre os
comprimentos de onda 250 e 350 nm, caracteristicos de compostos fendlicos
(Figuras 10 e 11).



Absorbancia

Figura 10 - Perfil no UV-Vis da fragédo diclorometano da
casca da Mimosa caesalpiniifolia. A = 200 a 500 nm,
concentracdo de 1 mg/mL.
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Figura 11 - Perfil no UV-Vis do extrato etandlico das
folhas de Combretum duarteanum. A = 200 a 800 nm,

concentracao de 150 ug/mL.
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5.3.5 Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)

A andlise da amostra FDC-Mcae (5) em CCDA eluidas em Hex:AcOEt
(8:2) e reveladas em solucéo de sulfato cérico (Ce(SO4)2) demostrou presenca
de terpendides e esterdides indicadas pela coloragdo roxa na cromatoplaca.
Quando utilizou-se o solvente CHCI3;:MeOH:H,0/65:30:5 ndo foi observada
eluicdo do ponto de aplicacdo das amostras na placa, mas com uma leve
coloracdo roxa na parte superior da placa eluida (Figura 12).

Para a amostra EEF-Cdua (23) no sistema de solvente hexano/AcOEt
(8:2) verificou-se que praticamente n&o houve eluicdo das substancias
presentes no extrato etandlico, indicando uma predominancia de substancias
de natureza polar. No sistema de solvente CHCIl3/MeOH (9:1), a cromatoplaca
apresentou manchas roxas caracteristica de terpendides. Ao utilizar a fase
moével CHCI3/MeOH/H,0 (65:30:5) as substancias eluiram mais, podendo ser
observado com maior nitidez as manchas roxas relativas a terpendides.
Verificou-se também na cromatoplaca a presenca de manchas amarelas

caracteristicas de compostos fendlicos (Figura 12).

Figura 12 - Cromatoplaca da fragdo diclorometano da casca da Mimosa
caesalpiniifolia e do extrato etandlico das folhas de Combretum duarteanum.

b L

=:'§
a b C a b C
FDC-Mcae EEF-Cdua

Revelador: Ce(SO,),. Eluentes: (a)-hexano/AcOEt (8:2), (b)-CHCI/MeOH (9:1) e (c)-
CHCI3/MeOH/H,0 (65:30:5).
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5.4 DISCUSSAO

5.4.1 Citotoxicidade contra células tumorais e atividade hemolitica
Durante a segunda metade do século XX, o desenvolvimento de
agentes citotoxicos revolucionou a terapia anticancer, pois o tratamento
adjuvante com esses agentes tem demonstrado uma vantagem incontestavel
quando comparado ao tratamento tradicionalmente baseado na cirurgia e
monogquimioterapia, tornando possivel a cura de neoplasias como leucemia
aguda infantil, doenca de Hodgkin, linfoma ndo-Hodgkin e tumores de células
germinativas (SOUZA et al., 2007; ISMAEL et al., 2008). Porém, apesar destes
avancos e do desenvolvimento da quimica combinatéria, da modelagem
molecular e de outras técnicas quimicas de sintese usadas pelas industrias
farmacéuticas e instituicbes de pesquisa, a quimioterapia do céancer ainda
permanece desalentadora e a mortalidade proveniente das varias formas de
cancer continua inaceitavelmente alta, uma vez que do total de 7,9 milhfes de
mortes em 2007, 13% foram ocasionadas por doencas neoplasicas (BUTLER,
2004. Neste cenério, as plantas tém oferecido a opotunidade da descoberta de
compostos com propriedades citotoxicas e antitumorais contra diferentes tipos
histol6gicos de cancer, estando, inclusive, varios destes compostos, além de
outros j4 aprovados para o tratamento, em estudos de fase clinica para a
avaliacdo e compreensao de sua eficacia terapéutica, do seu mecanismo de
acao e dos efeitos adversos (ISMAEL et al., 2008; NEWMAN; CRAGG, 2012).
Sabendo da importancia farmacologica e popular das plantas para a
producdo e desenvolvimento de medicamentos e de que células de mamiferos
em cultura sdo ferramentas muito utilizadas para avaliar a citotoxicidade de
novos compostos com atividade anticancer (MILITAO et al 2012; BARROS et
al., 2013; FERREIRA et al., 2013a; AMARAL et al., 2014), o presente trabalho
avaliou, inicialmente, a atividade citotoxica por MTT de 36 extratos
pertencentes a 12 espécies de plantas e o isolado acido betulinico frente a um

painel de 4 linhagens tumorais.
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De todas as amostras testadas, a fracdo diclorometano da casca de
Mimosa caesalpiniifolia [FDC-Mcae (5)] revelou o maior potencial citotéxico,
com valores de Clsg variando entre 4,7 e 7,1 ug/mL contra células tumorais de
carcinoma de ovario, célon, de sistema nervoso central e leucémicas.

O acido betulinio isolado da FDC-Mcae (5) também demosntrou
resultados promissores, apresentando melhor resultado de inibicdo da
proliferagdo celular para a linhagem HCT-116 com Clso de 3,5 pg/mL. Este
resultado difere do apresentado pela FDC-Mcae (5) que apresentou menor
valor de Clsp para a linhagem HL-60, isso pode ser devido ao sinergismo e a
presenca de outros metabdlitos presentes na fracao.

No recente trabalho realizado por Ragasa, Espineli e Shen (2014), o
acido betulinico também foi isolado do extrato diclorometano das cascas da
espécie Barringtonia asiatica, sendo empregado em avaliagdo citotoxica
juntamente com o também isolado triterpeno 22-O-tigloylcamelliagenina
apresentando resultados significativos de inibigdo da proliferacéo celular para a
linhagem de cancer humano HCT-116 com Clsg 8,0 pg/mL, para a linhagem A-
549 (adenocarcinoma do pulméao) também apresentou resultados promissores
com Clsp 6,0 pg/mL, em conclusdo os autores atribuem os significativos
achados citotoxicos ao acido betulinio.

O glioblastoma é o tumor maligno intracraniano mais comum, originario
de células gliais, com crescimento rapido, invadindo o tecido normal do
cérebro, morfologicamente diverso e prognéstico sombrio, apesar da
multimodalidade terapéutica (MILLER; PERRY, 2007; ONCOGUIA, 2014).
Leucemias sdo a quinta maior causa de morte para homens e a sexta para
mulheres, sendo o tipo de neoplasma mais mortal em pessoas com até 20
anos de idade. Embora muitas das atuais formas de tratamento tenham se
revelado relativamente eficazes em alcancar a cura, a grande maioria dos
farmacos usados no tratamento das leucemias apresentam graves efeitos
colaterais. O cancer ovariano é um dos mais letais e costumeiramente mais
mortal que os cancer cervical e endometrial juntos, ndo sendo uma doenca de
mulheres jovens ou meninas (REA, 2004). E a neoplasia ginecologica mais
letal com sobrevida global inferior a 40% em cinco anos (REIS, 2005). As
neoplasias do trato gastrointestinal (TGI) constituem importante causa de

mortalidade por cancer, com incidéncia comparavel ao cancer pulmonar, e
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devido ao fato dos sintomas aparecerem tardiamente, geralmente sao
diagnosticadas em estagio avancado. Juntos, os canceres do TGI
correspondem a cerca de 17,9% do casos esperados para o ano de 2014 no
Brasil para o sexo masculino e a cerca de 9,1% para o sexo feminino. O cancer
de célon e reto, por exemplo, € o terceiro tipo mais incidente na populacéo
brasileira e embora esteja, em sua maioria, relacionado a causas genéticas,
estudos mostram que até 50% dos casos podem ser prevenidos com
mudancas na dieta e no estilo de vida (INCA, 2014).

De acordo com o American National Cancer Institute (NCI), extratos
que apresentam valores de Clsp menores que 30 pg/mL sédo considerados
promissores para estudos posteriores de purificacdo de moléculas
(SUFFNESS; PEZZUTO, 1991). Neste estudo, com excecdo das amostras
EEF-Hoch (32) para a linhagem OVCAR-8, EEF-Cmel (26) e EEF-Tact (29)
para a linhagem HCT-116, todas as amostras tiveram Clso inferiores a 30
Mg/mL.

Recentemente, Santos et al. (2014) mostraram que extratos
metandlicos dos galhos e folhas de Bauhinia purpurea (Fabaceae) causaram
inibicAo do crescimento celular das linhagens humanas SF-295, HCT-8
(carcinoma de colon) e melanoma (MDA/MB-435) entre 26,2 e 29,8%. Almeida
et al. (2014), trabalhando com as mesmas linhagens utilizadas no protocolo de
triagem citotoxica deste trabalho, relataram a capacidade antiproliferativa do
extrato etandlico, cloroféormico e hexanico das folhas de Annona vepretorum
(Annonaceae), diminuindo a proliferacao celular entre 59,9 e 71,2%. Singh et
al. (2013), ao avaliar o acéo citotdéxica do extrato cloroférmico das folhas de
Anthocephalus cadamba (Rubiaceae), revelaram valores de Clsp maiores (entre
7 e 8 yg/mL) que os encontrados aqui para a fracédo diclorometano da casca de
Mimosa caesalpiniifolia quando testados contra linhagens de carcinomas de
pulméo (A-549), ovario (IGR-OV-1), préstata (PC-3) e glioblastoma (SF-295).

Um estudo feito com a planta Myracrodruon urundeuva
(Anarcadiaceae), popularmente conhecida como aroeira do sertdo, uma arvore
nativa da Caatinga e do Cerrado, com larga distribuicdo no Nordeste do Brasil,
revelou percentuais de inibicdo da proliferacéo celular superiores a 90% contra
diferentes linhagens tumorais (SF-295, HCT-8 e MDA/MB-435) apés 72h de

incubacédo e achados bioquimicos e morfoldégicos de morte celular sugestivos
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de apopotse em células HL-60 apds 24h de exposicdo. Além disso, o extrato
etandlico das sementes de M. urundeuva foi capaz de inibir o crescimento
celular do tumor Sarcoma 180, um dos protocolos experimentais in vivo mais
utilizados na procura de novas substancias antitumorais (FERREIRA et al.,
2011; MILITAO et al., 2012).

O extrato etandlico do pseudofruto da espécie Hovenia dulcis
pertencente a familia Rhamnaceaes, demostrou alta porcentagens na inibicdo
do crescimento em algumas linhagens de células tumorais, apresentando
seletividade com elevado percentual de inibicdo do crescimento celular nas
linhagens SP2/0 (mieloma de camundongo) e BW (timona de camundongo)
(CASTRO et al., 2002).

De acordo com Craag e Newman (2005), boa parte dos agentes
utilizados na terapia anticancer sao derivados de fontes naturais e foram
descobertos a partir de testes de citotoxicidade, por inibirem a proliferacédo de
células cancerosas em modelos in vitro ou in vivo.

Os estudos de citotoxicidade in vitro pelo método do MTT serem
eficazes na procura de novas substancias antitumorais, este método nao
permite definir o mecanismo de acdo (BERRIDGE et al.,, 1996). Assim,
posteriormente a andlise citotoxica, avaliou-se o potencial das substancias em
causar lesdes na membrana plasmatica da célula, seja pela formacao de poros
ou pela ruptura total da membrana. A investigacao da atividade hemolitica com
eritrocitos de camundongos permite caracterizar o mecanismo citotoxico direto
sobre a membrana plasmatica das células, jA que os mesmos possuem grande
semelhanca com os eritrocitos humanos, principalmente quanto a sensibilidade
(DRESCH et al., 2005). Este método é um 6timo indicador para averiguar
agressao in vitro, por causa da estabilidade mecéanica caracteristica da
membrana eritrocitaria (SHARMA; SHARMA, 2001).

A presenca da atividade hemolitica foi observada em apenas trés
dentre as oito amostras analisadas, onde a ECsg mostrou valores de 48,5; 27,5
e 13,2 yg/mL para as amostras FHC-Pins (16), EEF-Cdua (23) e EEF-Tact (29)
respectivamente, sugerindo possivelmente que o mecanismo de atividade
citotoxica desempenhado por esta amostra esteja relacionado a inducdo de
dano em nivel de membrana plasmatica, e ndo por uma possivel interferéncia

com 0S mecanismos intracelulares. Mais recentemente, Farias et al. (2013)
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demonstrou que o extrato etanolico das sementes de M. urundeuva, dito
anteriormente com atividade antiproliferativa, apresentou cerca de 20% de
atividade hemolitica na menor concentracdo testada (1,9 mg/mL), sugerindo
que a atividade de inibicdo do crescimento celular de alguns produtos
citotoxicos naturais seja por meio de danos causados a membrana celular.

Embora o mecanismo exato da ruptura das membranas das hemacias
por compostos do metabolismo secundario ainda ndo seja claramente
elucidado, sabe-se que esta atividade esta correlacionada com propriedades
anfifilicas destes compostos. Estudos indicam que alguns compostos vegetais,
como terpenoides, podem causar mudancas na membrana de células
vermelhas sanguineas e, subsequentemente, produzir hemolise (ZHANG et al.,
1997). Em relacdo as saponinas, a principal hipétese considera que essas
moléculas interagem com as membranas lipidicas e formam complexos
insolaveis com o colesterol levando a formacao de poros, permeabilizacao das
células e perda de hemoglobina para o0 meio extracelular (GAUTHIER et al.,
2009).

5.4.2 Toxicidade, citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade (Allium
cepa)

Véarias espécies vegetais sdo utilizadas como sistemas de teste
citogenéticos, pois apresentam boa sensibilidade e confiabilidade, exigem
ensaios a curto prazo e sao de facil armazenamento e cultura no laboratério
(FISKESJO, 1985; RANK; NIELSEN, 1993; SETH et al., 2008). A grande
vantagem do uso destes vegetais sobre 0s outros sistemas se da, sobretudo,
pelo fato de seus cromossomos serem grandes e responderem aos mutagenos
de maneira similar aos mamiferos e outros eucariotos (SETH et al., 2008).

Entre as varias plantas superiores usadas como organismos teste, a
espécie Allium cepa tem sido usada como um padrdo eficiente para
monitoramento citogenético (LEME; MARIN-MORALES, 2008, GONZALEZ et
al.,, 2012; KHANNA, SHARMA, 2013). Embora haja diferenca metabdlica entre
vegetais e animais, existem outras numerosas semelhancas indicando que o
teste que utiliza a espécie vegetal A. cepa pode ser utilizado para estudos de
alteragbes celulares que também ocorrem em mamiferos (FISKESJO, 1985;
FELICIDADE et al., 2014).
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As avaliacdes pré-clinicas devem permitir e demonstrar a relevancia
dos achados, as possiveis aplicacdes terapéuticas e antever alguns dos riscos
com o0 seu uso (GOLDIM, 2007). Dentre estas avaliacbes se destaca 0s
ensaios que determinam a toxicidade de agentes terapéuticos em estudo
fornecendo as primeiras informacdes sobre a seguranca destes compostos.

Aqui, observou-se, macroscopicamente uma inibicdo significativa do
crescimento das raizes de A. cepa nas concentra¢cdes de (10, 25 e 50 pug/mL),
sugerindo que, a FDC-Mcae (5) apresenta efeito toxico. Assim como em
nossos achados, Rathnasamy et al, (2013) evidenciou a inibicdo de
crescimento radicular pelos extratos de Clinacanthus nutans (Acanthaceae),
Adhatoda vasica (Acanthaceae) e Carica papaya (Caricaceae). De forma
similar, a indicacdo de toxicidade verificada pela inibicdo do crescimento das
raizes foi considerada nos estudos de Arraes e Longhin (2012) como sendo
uma analise satisfatéria e eficaz.

Em nosso trabalho, também percebeu-se reducéo do indice Mitético
(IM) ), explicando, em nivel celular, a reducdo macroscépica do crescimento
das raizes. Essas avaliacGes sao utilizadas em diferentes estudos e a maioria
deles mostrou resultados satisfatorios, constituindo-se como parametros
importantes para a avaliagdo da toxicidade celular de diversas substancias
naturais e sintéticas, onde a citotoxicidade de determinado agente quimico
pode ser determinada pelo aumento ou pela diminuicdo do IM e pela presenca
de micronucleos que expressa acao mutagénica (LEME e MARIN-MORALES,
2008; KHANNA; SHARMA, 2013).

A reducédo significativa do IM em relacdo ao controle negativo pode
indicar alteracbes, derivadas da acdo quimica do agente sobre o crescimento e
desenvolvimento do organismo exposto (LEME e MARIN-MORALES, 2008).
Conforme Turkoglu (2008), a reducao desse indice pode também ser devido a
uma inibicdo da sintese do DNA ou bloqueio da Fase G2 do ciclo celular,
impedindo que a célula entre em mitose. Porém, em nossos resultados néo
houve diferenca estatisticamente significante entre as diferentes fases do ciclo
celular, uma vez que a grande parte das células analisadas estava na profase e
indicios de acdo mutagénica de FDC-Mcae (5) na forma de micronudcleos

também nao foram encontrados.
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Para verificar o indice genotoxico (IG), foram analisadas as anomalias
do ciclo mit6tico (ponte anéafasica, perda cromossdmica, atraso cromossémico,
fragmento cromossomico), sendo observado um aumento significativo apenas
nas duas maiores concentracfes testadas, indicando um possivel efeito
genotoxico da FDC-Mcae (5), nestas concentracbes. Segundo Puli e Patil
(2007) uma caracteristica interessante é que as substancias citotdxicas séo
geralmente genotdxicas. Em nossos resultados isso ndo foi observado para
amostra na concentracdo de 10 pg/mL, onde apresentou indicios de
citotoxicidade e auséncia de genotoxicidade. O aumento da citotoxicidade pela
presenca de agentes genotoxicos ainda ndo é bem conhecida, pois as
respostas aos danos genotdxicos é complexa, podendo provocar desde
reparos, mutacdes até a morte celular (KAINA, 2003; FRITZ e KAINA, 2006).

Extratos de diferentes partes de plantas encontradas em ambientes
aridos da Africa como Morinda lucida (extrato das raizes), Azadirachta indica
(folhas), Terapluera tetraptera (frutos), Plumbago zeylanica (raizes), Xylopia
aethiopica (frutos), Newbouldia laevis (folhas), Alstonia boonei (casca), Enantia
chlorantha (casca) e Rauvolfia vomitoria (raizes) avaliadas quanto ao seu
potencial mutagénico pelo teste de AMES em cepa de Escherichia coli também
causaram reducdo do crescimento das raizes de A. cepa e do IM e
aumentaram o numero de aberracfes cromossdmicas de forma depedente da
concentracdo (ALADE et al., 2009).

5.4.3 Perfil fitoquimico

O conhecimento da constituicdo quimica das plantas usadas na
medicina popular envolve um sistema complexo e combinatorio de diferentes
ferramentas capazes de elucidar estruturalmente as inUmeras classes e/ou
moléculas que podem vir a constituir uma uUnica planta (CARVALHO et al.,
2008). Espectrofotometria é uma das técnicas de analise mais difundidas
devido a sua simplicidade, confiabilidade e instrumentacédo de baixo custo para
ambas as medicdes diretas e acoplada a outras técnicas ou processos, tais
como a cromatografia (ROCHA, 2004). E fundamentada na lei de Lambert-
Beer, que é a base matematica para medidas de absorcdo de radiagdo por
amostras no estado solido, liquido ou gasoso, nas regides ultravioleta, visivel e

infravermelho do espectro eletromagnético (PERKAMPUS, 1992) e permite
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analises qualitativas e quantitativas de misturas moleculares, possibilitando a
visualizagdo dos perfis espectrais e indicando a presenca dos constituintes de
uma mistura (CARVALHO et al., 2008).

Os compostos fendlicos exibem picos de absorcao entre 230 e 290 nm,
coincidindo com os intervalos encontrados com as amostras FDC-Mcae (5) e
EEF-Cdua (23), as quais apresentaram bandas caracteristicas, sugerindo a
presenca de tais compostos como observado nas analises espectrométricas
UV-VIS.

A banda espectral apresentada pela amostra EEF-Cdua (23) é
caracteristica para flavonoides, um composto fitoquimico pertencentes a classe
de compostos fendlicos. Os flavonoides constituem um grupo de moléculas
com grande diversificacdo no reino vegetal e possuem uma estrutura basica
formada por C6-C3-C6. Neste grupo encontram-se as antocianidinas, flavonas,
flavonois e, com menor freqléncia, as auronas, calconas e isoflavonas,
dependendo do lugar, nimero e combinacdo dos grupamentos participantes da
molécula (SOARES, 2002). A amostra EEF-Cdua (23) também apresentou uma
banda acentuada proxima de 650 nm. Nesse espectro de leitura predominam
as clorofilas (GERBER, 2013).

A analise preliminar da presenca de metabdlitos nas amostras FDC-
Mcae (5) e EEF-Cdua (23) feita por CCDA demostra a presenca de manchas
com coloracdo roxa, indicativas da presenca de terpenoides em ambas as
amostras. Verificou-se também na cromatoplaca da amostra EEF-Cdua (23) a
presenca de manchas amarelas confirmando a presenca dos compostos
pertencentes a classe dos flavonoides (CHAVES, 1997). A ingestdo desses
compostos estad associada com uma reducdo no risco de uma variedade de
doencas cronicas como aterosclerose e cancer, e que estes efeitos tém sido
particularmente atribuidos aos compostos que possuem atividade antioxidante
nos vegetais (SILVA et al., 2010). A capacidade antioxidante demostrada pelos
flavonoides € uma das diversas atividades bioldgicas demostrada por estes
compostos que mais tem sido associada a prevencdo de enfermidades em
paises desenvolvidos (MARTINEZ-VALVERDE et al., 2000).

O composto acido betulinico foi evidenciado na amostra FDC-Mcae (5)
apos caracterizagdo quimica por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), apresentando um pico caracteristico desse composto, sendo
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posteriormente isolado e empregado nos ensaios citotoxicos (MTT) onde
revelou resultados promissores. Similarmente, Ragasa et. al (2014) isolou o
acido betulinico no extrato diclorometano das cascas da espécie Barringtonia
asiatica, indicando sua solubilidade e extragdo em solventes com
caracteristicas apolares.

O acido betulinico é um triterpeno pentaciclico que ocorre naturalmente
e que demonstrou citotoxicidade seletiva contra um numero de tipos
especificos de tumores com auséncia de efeitos colaterais sistémicos. Os
diversos mecanismos de acdo desempenhados pelo acido betulinico sugerem
a sua acéo contra células resistentes a outros agentes quimioterapéuticos. A
inducdo da morte celular esta ligada diretamente a via mitocondrial, resultando
na ativacdo de caspases e morte celular por apoptose (EIZNHAMER; XU,
2004; FULDA; DEBATIN, 2005).

Estudos que visam avaliar a combinacdo do acido betulinico e
farmacos anticancer jA conhecidas (doxorrubicina, cisplatina, Taxol, VP16 ou
actinomicina D), visam uma nova estratégia para aumentar a eficacia da terapia
anticancer e apresentaram diferentes modos de acdo (FULDA; DEBATIN,
2005). No recente trabalho realizado por Ragasa et al. (2014), o &cido
betulinico foi empregado juntamente com o triterpeno 22-O-
tigloylcamelliagenin, demonstrando inibicdo da proliferacdo celular de células
de carcinoma de colon da linhagem HCT-116.

Em outras pesquisas busca-se esse melhoramento da acdo citotoxica
do &cido betulinico pela modificacdo da sua estrutura quimica, como feito por
Shi et al. (2014), onde o composto modificado (30-[4-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-
triazol-1-yl] acido betulinico) demostrou um efeito oito a nove vezes melhor do

que a molécula normal do acido betulinico contra a linhagem leucémica HL-60.

5.4.4 Atividade antioxidante in vitro

No presente estudo, as amostras FDC-Mcae (5) e EEF-Cdua (23)
apresentaram atividade antioxidante nos trés méetodos empregados. No ensaio
de peroxidagdo lipidica, a quantificacio de espécies reativas ao &cido
tiobarbittrico (TBARS) demonstrou valores de CEsp de 0,78 e 4,52 ug/mL para
as amostras FDC-Mcae (5) e EEF-Cdua (23), respectivamente. Esses valores

foram mais eficazes quando comparados com os resultados encontrados por
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Olivero-Verbel et al. (2010), com valores de CEso de 31,1 e 94,9 pg/mL para
Oleos essenciais presentes das plantas da flora brasileira Ocotea odorifera
(Lauraceae) e Lippia alba (Verbenaceae). Resultados semelhantes foram
obtidos por Neto et al. (2013), contra a formacao de espécies reativas com o
acido tiobarbitdrico (TBARS), com valor de CEsp de 0,45 ug/mL, porem para
uma substancia isolada (nerolidol).

Para o ensaio determinado pela remocéao de radicais nitrito (NO3'), os
resultados também se mostraram satisfatério apresentando valores de CEsy de
0,10 e 5,04 pg/mL para as amostras FDC-Mcae (5) e EEF-Cdua (23). Neto et
al., (2013) encontraram valores intermediarios para a remogdo de radicais
nitrito (NO;) com valor de CEsy de 1,1 upg/mL para o nerolidol, um
sesquiterpeno observado em diversos 6leos essenciais de plantas medicinais
como laranja-amarga (Citrus aurantium, Familia Rutaceae), gengibre (Zingiber
officinale, Familia Zingiberaceae), lavanda (Lavandula angustifolia, Familia
Lamiaceae) e capim-limdo (Cymbopogon citratus, Familia Poaceae).

Em relacdo a capacidade de remocédo contra radicais hidroxilas, foi
detectada uma diminuicdo significativa na producdo deste, espécie reativa de
oxigénio por ambas as amostras FDC-Mcae (5) e EEF-Cdua (23),
demonstrando uma propriedade antioxidante in vitro e valores de CEso de 0,29
e 5,24 pyg/mL. Mais uma vez, os achados sdo comparaveis a compostos
isolados como descrito por Costa et al., (2012), que relatam CEsy, de 0,20
pg/mL  para a ciano-carvona, um monoterpeno de ocorréncia natural
componente ativo em plantas medicinais, como horteld (Mentha spicata,
Familia Lamiaceae), aneto (Anethum graveolens, Familia Apiaceae), cominho
(Carum carvi, Familia Apiaceae) e capim-cidreira (Lippia alba, Familia
Verbenaceae) (GONCALVES et al., 2010).

Os resultados encontrados no trabalho de Fu et al. (2014) demonstram
uma correlacdo da presenca de compostos fenolicos com a elevada atividade
antioxidante dos extratos aquoso, etandlico e acetato de etila da planta
Jatropha curcas (Euforbiaceae), conhecida como pinh&o-manso. Por outro
lado, Adedayo et al. (2010), estudando a influencia do estado de maturacdo
fisiologica de frutos da espécie nativa do deserto nigeriano Dennettia tripetala
(Annonaceae), afirmou que os frutos maduros dessa arvore apresentaram

maior quantidade de polifenéis embora tenham sido os frutos imaturos que
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mostraram melhor atividade antioxidante, enfatizando que essa propriedade
ndo esta ligada unicamente a presenca desse metabdlito nos vegetais.

Os antioxidantes sao definidos como substancias heterogéneas que,
quando presente em baixas concentracdes, comparadas a de um substrato
oxidavel, retardam ou inibem significativamente a oxidacdo deste substrato. As
defesas ndo-enzimaticas sdo compostas principalmente pela glutationa (GSH),
vitamina A, vitamina C, vitamina E, zinco e selénio (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1998), sendo os carotendides, os fendis e as vitaminas C e E
0S mais investigados quanto as suas propriedades quimiopreventivas. As fases
de iniciagdo, promogdo e progressao da carcinogénese tém sido
frequentemente relacionadas ao estresse oxidativo, caracterizado em
circunstancias nas quais o excesso de radicais livres resulta em dano tecidual
ou na producdo de compostos téxicos ou danosos, sugerindo-se que o
processo carcinogénico seja caracterizado por um estado oxidativo cronico,
especialmente na etapa de promocéo (GRIGOLO et al., 1998). Deste modo, os
nutrientes antioxidantes poderiam reduzir o risco de cancer inibindo os danos
oxidativos no DNA (LIU; RUSSEL, 2008).

A intervengcdo na génese tumoral através da modulagdo das vias de
sinalizacdo intracelulares é a fundamentacdo da quimioprevencdo, muito
baseada na ampla variedade de fitoquimicos alimentares naturais. As células
cancerigenas adquirem resisténcia a apoptose por meio da expressao
aumentada de proteinas anti-apoptéticas, e/ou por uma repressdo ou mutagao
de proteinas apoptéticas. Entdo, um meio para evitar a promocdo e a
progressao da carcinogénese e remover células pré-malignas e malignas do
organismo seria pela inducdo da apoptose ou da parada do ciclo celular por
meio de compostos quimiopreventivos (MEHTA et al., 2010; FERREIRA et al.,
2011). Assim, a quimioprevengdo, ao evitar que deficiéncias de substancias
antioxidantes que possam causar danos genémicos, baseia-se na tentativa de
reverter ou suprimir a passagem de lesdes pré-malignas para carcinomas
invasores (AMES; WAKIMOTO, 2002).

5.5 CONCLUSAO
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Dentre as 36 amostras estudadas, a fracao diclorometano da casca de
Mimosa caesalpiniifolia revelou maior potencial citotdéxico in vitro contra
diferentes tipos histolégicos de cancer e antiproliferativa e genotoxica em
células meristematicas de A. cepa. Também apresentou atividade antioxidante
detectada por meio da remocao de radicais hidroxilas, do 6xido nitrico e pela
prevencdo da formacdo de TBARS, achados sugestivos da presenca de

moléculas com acado antitumoral e quimiopreventiva.
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RESUMO

Nos ultimos anos a demanda por utilizacdo de métodos alternativos para o
tratamento do cancer esta aumentando e estudos sugerem um papel de
protecdo de um grande numero de moléculas medicinais de origem vegetal
contra diferentes tipos de canceres. A Mimosa caesalpiniifolia Benth. € uma
planta nativa da caatinga, na Regido Nordeste que vem sendo
progressivamente inserida do Maranhdo ao Rio de Janeiro e apresenta-se
como promissora na buscas de moléculas com atividades antineoplasicas.
Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo realizar uma prospeccao
cientifica e tecnoldgica sobre a utilizacdo da espécie vegetal M. caesalpiniifolia
Benth. no desenvolvimento de tratamentos de neoplasias e/ou canceres. Esse
levantamento prospectivo mostrou que de um modo geral que as patentes
foram depositadas em maior nimero nas bases WIPO e EPO, com
classificacdo internacional principalmente nas areas de ciéncia médica ou
veterinaria e higiene (A61K) e alimentos, produtos alimenticios ou bebidas néo
alcoolicas (A23L). As producdes cientificas estdo alocadas principalmente nas
areas de medicina; farmacologia, toxicologia e farmacéutica e bioquimica,
genética e biologia molecular, com um apice de publicacdes em nossa década
atual, demostrando o interesse da comunidade cientifica pelo tema na

atualidade.

Palavras-chave: Antitumoral. Fabaceae. Mimosa caesalpiniifolia
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ABSTRACT

In recent years the demand for use of alternative cancer treatment methods is
increasing and studies suggest a protective role of a large number of medicinal
plant molecules against different types of cancers. The Mimosa caesalpiniifolia
Benth. is a plant native savanna in the Northeast that has been increasingly
inserted from Maranh&o to Rio de Janeiro and is presented as promising in the
search for molecules with anticancer activities. In this context, this work aimed
to make a scientific and technological foresight on the use of plant species M.
caesalpiniifolia Benth. in the development of cancer and / or cancer treatment.
This prospective survey showed that in general that patents were deposited in
greater numbers in bases WIPO and EPO, with international classification
especially in the areas of medical science or veterinary and hygiene (A61K) and
food, food products and non-alcoholic beverages (A23L). The scientific
productions are allocated mainly in the areas of medicine; pharmacology,
toxicology and pharmaceutics and biochemistry, genetics and molecular
biology, with a peak of publications in our current decade, demonstrating the

interest of the scientific community by theme today.

Keywords: Antitumor. Fabaceae. Mimosa caesalpiniifolia.
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6.1 INTRODUCAO

A pesquisa de produtos naturais permite a descoberta de novos
principios ativos, ou ainda, a descoberta de novas atividades para extratos de
plantas, oferecendo melhores possibilidades de encontrar substancias de
interesse terapéutico (BUTLER, 2008; PASQUINI-NETTO et al., 2012).
Aproximadamente 1/3 de todos os farmacos aprovados pela Food and Drugs
Administration (FDA) tem sua origem de plantas e mais de uma centena de
compostos derivados de produtos naturais estd em fase de testes clinicos,
principalmente para tratamento do cancer e de doengas infecciosas
(SARDESAI, 2002; GORDALIZA, 2007; BUTLER, 2008).

O cancer, sindnimo de neoplasia maligna, é uma doenca de natureza
crbnica multifatorial que mata pela invasdo destrutiva de 6rgdos normais por
extensdo direta e/ou disseminacdo para pontos distantes (metastases). As
neoplasias malignas mais prevalentes no Brasil, com pequena variacdo de
regido para regido, sdo os canceres de mama, prostata, pulmao, estbmago,
pele ndo-melanoma, colo do Utero e colorretal (KUMAR et al., 2004; INCA,
2014).

A demanda por métodos alternativos para o tratamento do céncer é
muito alta e estudos em diferentes linhagens celulares, em modelos animais e
ensaios epidemiolégicos humanos, sugerem um papel de protecdo de um
grande namero de moléculas vegetais contra diferentes tipos de canceres (LIU
et al., 2013; ULLAH et al., 2014).

No Brasil, o estudo das plantas medicinais em resposta a tendéncia
mundial de preservacdo da biodiversidade esta crescendo de forma
vertiginosa. Esse fato se deve a grande diversidade quimica e potencialidade
farmacoldgica das plantas. Mesmo que moléculas isoladas ndo venham a se
tornar farmacos, podem ser utilizadas como protétipos e originar compostos
com utilidade clinica. Muitas das espécies vegetais com tais substancias
bioativas sdo encontadas na Caatinga, bioma exclusivamente e tipicamente
brasileiro (MONTANARI; BOLZANI, 2001; SILVA et al., 2012; SOUZA et al.,
2013). Dentre essas espécies, ha a Mimosa caesalpiniifolia Benth. (Figura 1),
nativa da Caatinga, mas que vem sendo inserida em outros estados da

federacdo, desde o Maranhéo até o Rio de Janeiro. A planta apresenta grande
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potencial para arborizacdo, cerca viva e producdo de madeira (ALVES et al.,
2005; FREITAS et al., 2011).

Figura 1 - Mimosa caesalpiniifolia Benth.

Fonte: Maia (2014).

No contexto da bioprospeccédo, os estudos ndo tém como objetivo
prever o futuro, mas estudar as diversas possibilidades de futuros plausiveis
existentes, ou até mesmo criar condicdes para que modifiguem suas
probabilidades de ocorréncia ou minimizar seus efeitos (MORITZ; PEREIRA,
2005). Assim, este trabalho teve como objetivo realizar uma prospeccgéo
cientifica e tecnologica sobre a utilizacdo de plantas da familia Fabaceae e
uma de suas espécies - Mimosa caesalpiniifolia Benth - na procura por
substancias antineoplasicas, analisando producfes cientificas desenvolvidas
em bases de dados e a participacdo de paises nos depodsitos de pedidos de
patentes em bancos de inovacao e tecnologia nacionais e internacionais até os

dias atuais.

6.2 MATERIAIS E METODOS

A prospeccao foi realizada em marco de 2014, com base nos pedidos
de patentes depositados no European Patent Office (EPO), World Intellectual
Property Organization (WIPO), United States Patent and Trademark Office
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(USPTO) e no banco de dados do Instituto Nacional de Propriedade Industrial
(INPI) do Brasil, sendo também pesquisados artigos nas bases de periddicos
cientificos Pub Med, Science Direct, Scopus e Web of Science. Como palavras-
chave foram usados os termos Cancer or Neoplasia, Fabaceae, Mimosa
caesalpiniifolia, Fabaceae e (Neoplasia ou Cancer), Mimosa e (Neoplasia ou
Cancer) e Mimosa caesalpiniifolia e (Neoplasia ou Cancer). Os termos foram
pesquisados nos idiomas inglés e portugués em todas as bases de depdsitos
de patentes e artigos cientificos analisadas até os dias atuais, sendo
considerados validos os documentos que apresentassem esses termos no
titulo e/ou resumo e/ou palavras-chave.

As patentes encontradas com as combinacdes dos termos buscados
foram computadas individualmente, a fim de caracterizar o avanco tecnolégico,
considerando pedidos de depésito por base, paises, ano de depdsito e
classificacao internacional de patentes (CIP). Os resultados foram expressos
em tabelas e figuras (IBM SPSS Statistics 20%).

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos referentes a prospeccédo de tecnologias tém aumentado a fim
de constatar as tendéncias de crescimento numa determinada area de
conhecimento ou produto de interesse (LIMA, 2007; JUROSZEK, 2011;
SIMOES et al., 2012). O exercicio de prospecc¢io consiste em tentar adiantar
0s avancos e colocar-se de modo a influenciar na orientacdo das trajetorias
tecnoldgicas, ou seja, lancar-se a frente e garantir a competitividade e
sobrevivéncia das instituicdes de pesquisa e extensdo, dos usuarios de seus
resultados (ZACKIEWICZ; SALLES-FILHO, 2001). Dentro do contexto das
plantas medicinais, este instrumento permite direcionar a pesquisa de acordo
com que ja foi produzido e formar parcerias ou cooperagcdes que possam
alavancar a inovacao, determinadas pelas necessidades das instituices
plblicas, privadas e 6rgdos governamentais (SIMOES et al., 2012). Diante
disto, essa parte do trabalho avaliou o perfil quantitativo das publicacbes e
patentes sobre a familia Fabaceae e da espécie M. caesalpiniifolia Benth a fim
de determinar o seu potencial tecnologico para a produ¢do de medicamentos

anticancer.
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Primeiramente, avaliou-se o numero de patentes cadastradas nas
bases de dados usando o termo Neoplasia ou Cancer. Ambos os termos foram
encontrados em todas as bases pesquisadas e em nimeros expressivos nas
bases WIPO e EPO, apresentando mais de 100.000 patentes cada base, fato
que evidencia o interesse de pesquisadores e inventores por esse tema
(Tabela 1). E importante lembrar que mais de 99% dos pedidos de patente
depositados sdo, costumeiramente, modificacbes de patentes ja existente
(ARAUJO, 1984).

Patente € um titulo de propriedade temporaria sobre uma invencéo ou
modelo de utilidade, outorgado pelo Estado aos inventores ou autores ou
outras pessoas fisicas ou juridicas detentoras de direitos sobre a criagdo. Em
contrapartida, o inventor se obriga a revelar detalhadamente todo o contetdo
técnico da matéria protegida pela patente (AMADEI; TORKOMIAN, 2009). Os
fitoterdpicos movimentam anualmente bilhdes de doélares, sem incluir a
economia informal da utilizacdo popular de plantas medicinais nos paises em
desenvolvimento. O crescimento deste setor vem estimulando pesquisadores e
indUstrias farmacéuticas internacionais a investir nas pesquisas e
patenteamento de novos produtos (SANT'ANA, 2002).

Quando se buscou a combinacdo dos termos Mimosa e (Neoplasia ou
Cancer), apenas duas patentes para cada uma foram encontradas nas bases
WIPO e EPO. Uma delas, intitulada “Preparation method of compound bamboo
leave flavone dripping pill”, descreve um método de preparacdo de um
composto a base de bambu, paltado na medicina tradicional chinesa, que pode
ser utilizado como adjuvante no tratamento do cancer. A outra, intitulada
“Natural plant antioxidant and its preparation method” refere-se a um método de
preparacdo de um antioxidante natural a base de plantas, que auxilia no
prolongamento da vida de prateleira de alimentos e melhora a imunidade do
corpo humano contra o cancer (KE et al., 2009; RUIPING, 2009).

Apoés a combinacao dos termos Fabaceae e (Neoplasia ou Cancer), o
INPI foi a Unica base que a presentar resultados, com a patente intitulada
“Probidticos Nutricéuticos Compostos”, referindo-se ao desenvolvimento de
novos suplementos alimentares nutricéuticos a base de extratos de graos de
soja (Glicine max) da familia Fabaceae (Leguminosae) associado aos produtos

derivados do inhame (Dioscorea vilosa) e extratos de estevia (Stevea
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rebeudiena, familia Compositea), atuando como adjuvantes na prevencao do
cancer, artrite e diabetes além de se prestarem para uso como suplemento
alimentar aplicados em dietas para emagrecimento contra perda de massa
muscular e no restabelecimento do equilibrio organico (SOUZA, 2014).

Nenhum resultado foi encontrado com a combinacdo dos termos
“Mimosa caesalpiniifolia e Neoplasia ou Cancer”, evidenciando a inexisténcia
de inovacdo envolvendo essa espécie vegetal no desenvolvimento ou

tratamento de neoplasias e/ou cancer.

Tabela 1 - Depdésitos de patentes por bases e palavras-chave pesquisadas.

Bases de Patentes

Palavras-Chave

WIPO EPO USPTO INPI
Cancer ou Neoplasia >100.000 >100.000 36.310 2111
Fabaceae 64 62 05 03
Mimosa caesalpiniifolia 0 0 0 0
Fabaceae
e 0 0 0 01
Neoplasia ou Cancer
Mimosa
e 02 02 0 0

(Neoplasia ou Cancer)

Mimosa caesalpiniifolia
e 0 0 0 0
(Neoplasia ou Cancer)
EPO: European Patent Office; WIPO: World Intellectual Property Organization; USPTO: United
States Patent and Trademark Office; INPI: Instituto Nacional de Propriedade Industrial do
Brasil.

Nas prospecc¢des, um formato importante para agilizar buscas nas
bases patentarias é a Classificagédo Internacional de Patentes (CIP), na qual as
patentes sédo classificadas de acordo com a aplicagdo. Sao divididas em 8
secOes, 21 subseclOes, 120 classes, 628 subclasses e 69000 grupos
(SERAFINI et al., 2012).
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Observou-se que todas as patentes encontradas estdo alocadas na
secao “A” (necessidades humanas). As 5 patentes relacionadas ao termo
Fabaceae e (Neoplasia ou Cancer) e Mimosa e (Neoplasia ou Cancer)
pertencem a classe “61” (ciéncia médica ou veterinaria e higiene) e 3 a classe
“23” (alimentos, produtos alimenticios ou bebidas ndo alcodlicas), como visto
na figura 2. Vale salientar que uma patente pode ser alocada em mais de uma
classificacdo. Observou-se a prevaléncia da China com 4 patentes depositas
no ano de 2009 e o Brasil com apenas um depdsito de patente no ano de 2007.
O cancer é um dos maiores gargalos na saude publica na China. Sua
prevencdo e controle tornou-se uma das questbes mais importantes para o
Estado, sendo o céancer de pulmdo o mais comum, seguido do cancer de
estbmago, figado, esbdfago e colorretal (ZHAO et al., 2010). Entdo, € provavel
que o peso epidemiolégico do cancer tenha incentivado o governo chinés a

investir na procura de alternativas terapéuticas.

Figura 2 - Distribuicdo por Classificagdo Internacional de Patentes (CIP) encontradas
nas bases WIPO e EPO.

n° de patentes

AZ3L ABTK AB1P

cIP
A23K: Produtos alimenticios especialmente adaptados para animais; A61K: Preparacdes para
finalidades médicas, odontoldgicas ou higiénicas; A61P: Atividade terapéutica especifica de
compostos quimicos ou preparacdes medicinais.
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Nas duas ultimas décadas, o Brasil contribuiu com aproximadamente
40% das patentes concedidas na América Latina, sendo que, desse total, a
maior parte pertence a éarea biolégica. No entanto, a grande maioria dos
direitos de patente concedidos no Brasil pertencem a grupos empresariais
estrangeiros, especialmente dos Estados Unidos (EUA) (MARQUES, 2000). Os
paises em desenvolvimento tém se caracterizado pela inexisténcia de politicas
de inovacgdo ou por agles parceladas e desencontradas sobre esse processo,
embora todos os paises tenham um Escritorio Governamental de Propriedade
Industrial (MACEDO, 2000).

As instituicbes universitarias ao redor do mundo tém gerado um
potencial de novas tecnologias passiveis de patenteamento. Por outro lado, o
Brasil possui baixa concorréncia e apresenta pouco esforco em inovar na area
de invencgdes tecnoldgicas, provavelmente devido a alguma falha do sistema de
inovacdo (articulacdo competente entre governo, empresas e instituicoes,
capaz de promover um sistema de Producdo & Desenvolvimento de
Medicamentos - P & D), o Brasil ndo possui protecdo de produtos e processos
biotecnolégicos relacionados a espécies do género Mimosa refletindo ainda
mais a falta de incentivo em proteger as tecnologias desenvolvidas por meio
das propriedades industriais.

As condicfes institucionais para a competitividade na sociedade do
conhecimento sdo dindmicas e estdo em continua reconstrucdo, sendo a
capacidade de inovacdo tecnoldgica um de seus fatores determinantes. O
elevado grau de incerteza e o0 alto custo associados a inovacao tecnolégica sédo
desafios para a sustentacdo dos padrdes tradicionais de investimento em
Ciéncia e Tecnologia (ZACKIEWICZ et al., 2005). No Brasil, finalmente, em
2004, foi promulgada a Lei de Inovacdo Tecnoldgica N° 10.973, e
regulamentada em 2005 pelo Decreto N°5.563.11 Essa lei regula, entre outros
assuntos, os estimulos para a participacdo de Instituicbes Cientificas e
Tecnoldgicas (ICT’s) no processo de inovagao, para a inovagao nas empresas,
para o inventor independente e para a criagdo de fundos de investimentos para
a inovacdo. E a primeira lei brasileira que trata do relacionamento entre
Universidades e/ou Instituicdes de Pesquisa com empresas e da criacdo dos

Nucleos de Inovagdo Tecnoldgica (NIT's), trazendo como consequéncia o
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amadurecimento institucional dos mesmos com o intuito de fazer gestéo
estratégica da propriedade intelectual das ICT's brasileiras (BRASIL, 2014).

A importancia crescente da Ciéncia e Tecnologia, como fator de
desenvolvimento social e politico, aumenta a demanda por estudos para refletir
e compreender os elementos envolvidos no canal mais importante de
informacdo e comunicacdo da ciéncia: o periddico cientifico (RODRIGUES,
BORGES, 2012; STUMPF, 1996). Assim, em relacdo as publicacdes
cientificas, assim como nas buscas de patentes, o termo com maior nimero de
resultados foi “Cancer ou Neoplasia”, apresentando mais de um milh&o de
publicacdes nas bases Pubmed, Scopus e Web of Science. Nao foram obtidos
resultados de busca em nenhuma das bases quando pesquisado a combinacéo
dos termos Mimosa caesalpiniifolia e (Neoplasia ou Cancer)”, evidenciando a
inexisténcia de pesquisas cientificas envolvendo essa espécie vegetal no

desenvolvimento ou tratamento de neoplasias e/ou cancer (Tabela 2).

Tabela 2 - Total de artigos cientificos por base e palavras-chave pesquisadas.

Bases de Artigos Cientificos

Palavras-Chave

Science Web of
Pubmed _ Scopus )
Direct Science
Cancer or Neoplasia 1.053.349 326.005 2.041.648 1.576.813
Fabaceae 1.255 975 20.310 6.523
Mimosa caesalpiniifolia 01 02 49 54
Fabaceae
e 45 33 449 105
Neoplasia ou Cancer
Mimosa
e 06 01 20 14

Neoplasia ou Cancer

Mimosa caesalpiniifolia
e 0 0 0 0
Neoplasia ou Cancer

A Scopus é uma base de dados multidisciplinar, produzida pela editora

Elsevier desde 2004, com cobertura desde 1960, que contém resumos de 27
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milhdes de artigos, referéncias e indices da literatura cientifica, técnica e
meédica (ELSEVIER, 2004). A base de dados Scopus encontra-se, juntamente
com o Google Scholar e a Web of Science, entre as maiores bases de dados
multidisciplinares (JACSO, 2005). Isso explica os resultados mais significativos
para buscas realizadas na Web of Science e Scopus.

Na figura 3 € observado o interesse por estudos envolvendo 0s termos
mais especificos da busca (Fabaceae e (Neoplasia ou Cancer) e Mimosa e
(Neoplasia ou Cancer)), a partir do ano de 2000, com &pice de publicagbes no
ano de 2012 (52 publica¢cbes) na base Scopus. Acredita-se que o aumento do
namero de patentes depositadas bem como do numero de artigos publicados
no periodo se deve aos atuais investimentos no setor tecnoldgico na area pelas
instituicbes governamentais. Como exemplo nacional de tais investimentos,
tem-se o reconhecimento das plantas para o desenvolvimento de farmacos
modernos e terapeuticamente mais eficazes oficializado pelo lancamento da
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicas (BRASIL, 2006).

Figura 3 - Publicacbes de artigos cientificos para as combina¢des das palavras-chave:
Fabaceae e (Neoplasia ou Cancer) e Mimosa e (Neoplasia ou Cancer) na base
Scopus.
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As areas cientificas que mais publicaram envolvendo as combinacdes

Fabaceae e (Neoplasia or Cancer) e Mimosa e (Neoplasia or Cancer) na base
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Scopus foram a Medicina, Farmacologia, Toxicologia, Farmacéutica e
Bioquimica e Genética e Biologia Molecular, com 212, 198 e 187 publicagdes
respectivamente (Figura 4).

Figura 4 - Areas cientificas relacionadas as publicacdes para as combinacdes das
palavras-chave: Fabaceae e (Neoplasia ou Cancer) e Mimosa e (Neoplasia ou Cancer)
na base Scopus.
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Os resultados demonstram que 0s avancos nas pesquisas cientificas
em cancer sdo objetivos principais das areas da saude, porem pode-se
observar que esse tema é multidisciplinar e se correlaciona com varias outras
areas do conhecimento, como as engenharias, matematica, ciéncias da

computacéo, dentre outras (Figura 4)
6.4 CONCLUSAO

Esse levantamento prospectivo revelou que um total de 144 patentes
com o termo Fabaceae foram encontradas nas bases de dados WIPO, USPTO,
EPO e INPI, embora apenas uma patente englobando a associacao dos termos
Fabaceae e Neoplasia ou Cancer e quarto patentes englobando a associacao

dos termos Mimosa e Neoplasia or Cancer tenham sido encontrados apesar do

212
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vertiginoso aumento do numero de publicacfes cientificas e dos depdsitos de

patentes nos ultimos 10 anos.
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ANEXO A: Autoriz¢éo pararealizacdo de pesquisa nas dependéncias do
Instituto Federal de Educacéao, Ciéncia e Tecnologia do Piaui / Campus
Teresina Zona Sul.

SOLICITAGAO DE AUTIRIZACAO PARA REALIZAQAO DE PESQUISA
Teresina, 07 de outubro de 2013.

lima. Sra. Francisca Assungao Almeida Félix

Diretora do IFP| - Campus Teresina Zona Sul

Av. Pedro Freitas, 1020, Bairro Sdo Pedro, CEP: 64018-000,
nesta capital.

Senhora diretora,

Eu, Jurandy do Nascimento Silva, servidor desta instituicdo com matricula
SIAPE n°1614544 e regularmente matriculado no Programa de Po6s-Graduagao em
" Ciéncias Farmacéuticas (Mestrado), da Universidade Federal do Piaui - UFPI,
matricula n°2013101031, estou trabalhando com uma pesquisa intitulada:
“Atividade citotoxica de extratos de plantas do Semiarido Nordestino”, sob
orientacao do Prof. Dr. Paulo Michel Pinheiro Ferreira, com a finalidade de elaborar
minha dissertagdo. Para tanto, necessito obter maiores informagdes e levantar
dados sobre este assunto por meio de realizagdo de testes laboratoriais. Desta
forma, venho através desta, solicitar sua autorizagédo para realizagao dos testes nas
dependéncias do Laboratério de Analise de Alimento do referido Campus, a fim
de viabilizar a execucao da pesquisa.

Terminada a pesquisa, os resultados, qué sao de minha inteira
responsabilidade, serao apresentados visando o ftitulo de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas. Também estarei a sua disposicéo para esclarecer duvidas sobre o
trabalho.

Certo de sua colaboragéo, agradeco antecipadamente.

Jurandy do Nascimento Silva

Fone: (86) 9411-0875
jurandy@ifpi.edu.br

Permissao

Dirséorn Gerg|
IFP! Campus Teresag Zo
SUPE: 0275910
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ANEXO B: Carta de aprovacio do Comité de Etica em Experim 3
Animal — UFPI. perimentagao

MINISTERIO DA EDUCAGAO 2
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

Campus Universitario Ministro Petrénio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

Teresina, 18 de Julho de 2014.

limo.

Prof. Dr. PAULO MICHEL PINHEIRO FERREIRA
Departamento: Biofisica e Fisiologia- CCS/UFPI

Senhor Pesquisador,

Em reunido na presente data (18 de Julho de 2014), a Comisséo de Etica e
Experimentagdo no Uso de Animais em Pesquisa, da Universidade Federal do
Piaui, analisou e Aprovou no que diz respeito aos aspectos de natureza da
ética em experimentagao animal, sob o nimero 034/14, o projeto de pesquisa
intitulado “Atividade citotéxica, antitumoral, téxica e neurofarmacoldgica
de plantas do Nordeste Brasileiro”, sob a sua responsabilidade. Informamos
que este projeto tem Periodo de Vigéncia de Agosto/2014 a Julho/2016, e
serdo usados 210 Camundongos isogénicos swiss (105 machos e 105
fémeas).

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEEA/UFPI, o relatério final
sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais — Lei
N° 11.794, 8 de outubro de 2008).

Atenciosamente,

cl N PR =55 Aoen
prof®JIvete L. de Mendonca
eomité de Etica gm Experimi ntagao Animal-UFP!
Coordenadoia




