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RESUMO

CAMPOS, Mateus Gandra, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2013.
Atividade antimelanética de compostos fendlicos e extratos hidroalcodlicos de
Inga subnuda e Rollinia dolabripetala e agao antibacteriana e antioxidante
Orientadora: Tania Toledo de Oliveira. Coorientadores: Abelardo Silva Junior, Carla de
Oliveira Barbosa Rosa e Marcia Rogéria de Almeida Lamégo.

Diante do continuo aumento mundial de doengas como o cancer do tipo melanoma e
infec¢gdes causadas por Staphylococus aureus resistentes a meticilina, a pesquisa por
novos farmacos tem ganhado importancia cada vez maior no mundo cientifico. O Brasil
€ um dos paises com maior biodiversidade vegetal no mundo. Entretanto, muito pouco
ainda se sabe sobre as propriedades terapéuticas desse patriménio vegetal. O objetivo
desse estudo foi avaliar, in vitro, o potencial citotéxico dos extratos hidroalcodlcios de
Inga subnuda subsp. Luschnathiana (Benth.) T.D.Penn. (ingd) e Rollinia dolabripetala
(Raddi) R.E. Fr. (araticum, marolo), dos flavondides naringina e morina e de xantonas,
sobre o cancer de pele do tipo melanoma, realizando um comparativo com a atividade
do farmaco comercial 5-Fluoracil (5-FU). Os extratos também tiveram sua eficacia
testada, in vitro, quanto ao seu potencial antioxidativo e potencial bactericida
principalmente em cepas Gram-positivas. A avaliagado da citotoxicidade foi baseada na
linhagem B16F10 submetida ao ensaio colorimétrico do MTT. O extrato de . subnuda
apresentou agao bactericida contra todas as cepas bacterianas testadas, enquanto o
extrato de R. dolabripetala apresentou atividade apenas contra S. aureus ATCC 29213.
O extrato de /. subnuda desempenhou atividade antioxidante estatisticamente maior (p
< 0,05) que os extratos de Gingko biloba (controle) e R. dolabripetala, tanto no teste do
DPPH quanto no de peroxidacao lipidica. No teste de citotoxicidade, a naringina foi
considerada uma substancia inativa para este tipo de cancerpatologia e a morina
promoveu maior citotoxicidade no periodo de 72 horas (98,48% + 0,71) com diferenga
significativa em relagdo ao controle (a < 0,05). Contudo, assim como a 1,7-
dihidroxixantona, o potencial uso terapéutico da morina dificiimente sera considerado
devido a alta concentragdo necessaria para desempenhar atividade citotoxica relevante

(1,25x10° pg/mL). Assim, o extrato de inga foi considerado o mais efetivo por, no tempo
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de 24, 48 e 72 horas, desencadear mais de 80% de citotoxicidade com a menor
concentracao (78,13 ug/mL). Os resultados indicam que ambos os extratos apresentam
atividade antioxidante, antibacteriana e citotoxica, mas estudos posteriores sao
necessarios para uma melhor compreensédo das promissoras atividades biolégicas dos

extratos.
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ABSTRACT

CAMPOS, Mateus Gandra, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2013.
Antimelanomic activity of phenolic compounds and hydroalcoolic extracts of Inga
subnuda and Rollinia dolabripetala and antioxidant and antibacterial activity
Adviser: Tania Toledo de Oliveira. Co-advisers: Abelardo Silva Junior, Carla de Oliveira
Barbosa Rosa and Marcia Rogéria de Almeida Lamégo.

The increasing world-wide rates of deseases such as melanoma skin cancer and
infections caused by methicillin-resistant strains of Staphylococcus aureus has
historically attracted the attention of researchers about the development of new drugs.
Brazil has one of the world's greatest biodiversity; nevertheless, the maijority of plants
with therapeutic potential still unclear. The aim of present study was to evaluate the in
vitro antiproliferative activity of naringin, morin, xanthones and hydroalcoholic extracts of
Inga subnuda subsp. Luschnathiana (Benth.) T.D.Penn. and Rollinia dolabripetala
(Raddi) R.E. Fr., compared of Fluorouracil (5-FU). Both extracts were evalueted about
their antioxidant capability and about their antimicrobial activity mainly against Gram-
positive bacterias. The cytotoxicity test methodology was based on the MTT colorimetric
assay and was performed on B16-F10 melanoma cells. The I. subnuda extract was
effective against the three strains of bacteria, whereas the R. dolabripetala extract was
effective just against S. aureus ATCC 29213. The [|. subnuda extract performed a
statistical higher antioxidant activity (p < 0,05) than the Gingko biloba (control) and R.
dolabripetala extracts in both antioxidative tests. The naringin was considered as
inactive substance against this cancer cell and the morin bring about the higher
citotoxity in 72 hours (98,48% + 0,71) with statistically significant difference compared to
the control group (a < 0,05). On the other hand, as 1,7-dihydroxyxanthone, the
therapeutic use of the morin for this porpose could be disregarded due the high
concentration required for relevant citotoxity activity (1,25x10° ug/mL of both). Thus, the
I. subnuda extract was regarded as the most effective tested substance by his up to
80% citotoxity capability under all treatment periodo (24, 48, 72 hours). Moreover, the
citotoxity test of I. subnuda extract required the lowest concentration for a effective result

(78,13 pyg/mL). The experiments reported tha both extracts play a role as an antioxidant,
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an antibacterial and a cytotoxic agent. However, further studies are required for a better

understanding about their biological activities.
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1 INTRODUGAO

Cancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém em
comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e
orgaos, podendo espalhar-se (metastase) para outras regides do corpo. Dividindo-se
rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis,
determinando a formagédo de tumores (acumulo de células cancerosas) ou neoplasias
malignas (INCA - ESTIMATIVA, 2012).

Nas ultimas décadas, o cancer vem se apresentando como um problema de saude
publica mundial, despertando o interesse urgente na pesquisa para o desenvolvimento
de farmacos com atividade antitumoral. Na avaliagcdo da atividade antiproliferativa, os
testes de citotoxicidade in vitro com células neoplasicas sdo os mais amplamente
utilizados (HOLBECK, 2004; SKEHAN et al, 1990). Neste ensaio & possivel avaliar
grande numero de substancias em pouco tempo, possibilitando a descoberta de novas
drogas anticancer (SUGGITT et al., 2005). Um dos modelos mais utilizados em estudos
de atividade antitumoral € o de melanoma murino (B16F10), permitindo a avaliagao de
substancias quanto ao seu potencial antitumoral.

Grande parte da populacéo dos paises em desenvolvimento depende da medicina
tradicional para sua atencao primaria, tendo em vista que 80% desta populagao utiliza
praticas tradicionais nos seus cuidados basicos de saude e 85% desta utiliza plantas ou
preparacgdes destas (YUNES et al., 2001). O Brasil apresenta a maior biodiversidade do
planeta, além da rica diversidade étnica e cultural, que detém o conhecimento na
utilizacao das ervas e plantas medicinais (SCHENKEL et al., 1999; ROCHA, 2007).

Dentre as vantagens do uso de extratos vegetais na farmacoterapéutica, pode-se
citar que estes podem ser tao ativos quanto um farmaco sintético e apresentar maior
seguranga de uso (ROCHA, 2007). Parte disso deve-se a menor concentragdo dos
compostos ativos em drogas vegetais ou extratos se comparado a um medicamento
contendo apenas um farmaco, pois frequentemente os compostos ativos atuam de
maneira sinérgica entre eles e com outros componentes do complexo fitoterapico
(YUNES et al., 2001; VAGNER, 2009).



Considerando as diretrizes do Ministério da Saude que se propde a inserir 0 uso
de plantas medicinais e fitoterapicos durante a quimioterapia, torna-se de real
importancia analisar comparativamente extratos de extratos vegetais com esse
potencial (BVSMS — Ministério da Saude).

Frente a estas consideragcdes, este trabalho visa avaliar a atividade
antiproliferativa do extrato hidroalcodlico de Inga subnuda e Rollinia dolabripetala, duas
plantas encontradas em fragmentos da Mata atlantica. Pouco se sabe sobre essas
plantas, mas com base no conhecimento popular, elas sao potencialmente ativas no
combate ao cancer e a agente microbianos. Assim o objetivo deste trabalho foi a
avaliacdo da atividade citotoxica, bactericida e antioxidante de dois extratos
hidroalcodlicos de I, subnuda e R. dolabripetala, plantas pertencentes a flora brasileira,
em linhagem de células tumorais B16F10, bem como a avaliagao da atividade citotéxica

da morina, naringina e xantonas.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O cancer

O cancer € uma doenga do tipo cronico-degenerativa e foi definida pelo patologista
Rupert Willis, 1930, como uma massa anormal de tecido, cujo crescimento excede ao
crescimento dos tecidos saudaveis e que persiste mesmo depois da interrupgdo dos
estimulos que originaram a mudanga. A persisténcia dos tumores resulta de alteragdes
genéticas hereditarias que vao desde a progénie das células tumorais. Hipocrates (460
a 370 a.C.) usou o termo "carcinos" para descrever certos tipos de tumores. Em grego,
quer dizer "caranguejo", pelo aspecto do tumor, uma vez que as projecdes e vasos
sanguineos ao seu redor fazem lembrar as patas do crustaceo (KUMAR et al., 2005).

O inicio dessa patologia € resultante de alteragcbes genéticas, ou seja, que causam
modificagdes na estrutura do DNA (acido desoxirribonucléico), ou epigenéticas, que séo
capazes de alterar a constituicdo quimica do DNA n&o alterando diretamente a
sequéncia de nucleotideos. Geralmente, os genes atingidos estdo relacionados aos
processos de inducido e controle do ciclo de divisdo celular e/ou um desequilibrio no
controle da morte celular programada. (ALBERTS et al., 2004; COOPER, 2001;
DEVLIN, 2007).

Inicialmente, essa patologia foi considerada uma doenga dos paises
desenvolvidos e com grandes recursos financeiros. Ha aproximadamente quatro
décadas, a situagdo vem mudando, e a maior parte do 6nus global do cancer pode ser
observada em paises em desenvolvimento, principalmente aqueles com poucos e
médios recursos (INCA - ESTIMATIVA, 2012). A Organizagao Mundial da Saude (OMS)
estimou que, no ano 2030, podem-se esperar 27 milhdes de casos incidentes de
cancer, 17 milhées de mortes em decorréncia dessa doenca e 75 milhdes de pessoas
vivas, mas com essa patologia. O maior efeito desse aumento vai incidir em paises de
baixa e média rendas (WHO - FACT SHEET: CANCER, 2013).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2012, validas também para o ano de 2013,
apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de algum tipo de

cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma, reforgcando a magnitude do problema
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do cancer no pais. No ano de 2013 (Jan. — Maio) foram registrados mais de 22 milhdes
de Obitos no pais, aumento de 13% que o mesmo periodo em 2012 (DATA SUS).
Observa-se um aumento continuo nos investimentos para o tratamento dessa patologia
De acordo com os valores liberados pelo Sistema Unico de Saude (SUS), nos ultimos
trés anos (maio/2010 a maio2013) houve um aumento de 55% nos gastos federais em

procedimentos hospitalares referentes a neoplasias (DATA SUS) (figura 1).
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Figura 1 — Perfil dos gastos federais com hospitais para procedimentos relacionados a neoplasias.
. Dados retirados de: CID-10: Il. Neoplasias (tumores), Periodo: Jan/2010 - Maio/2013. (DATA SUS)



2.1.1 O cancer de pele

No que se refere ao cancer de pele, pode-se classifica-lo principalmente em duas
diferentes formas: melanoma e nao-melanoma. Os do tipo ndo melanoma €& uma
doengca que acomete preferencialmente as populagbes de pele clara de paises
tropicais, como Brasil, Africa do Sul e Australia, as quais apresentam a tendéncia de se
queimar, mas nao se bronzear a luz solar. A exposicdo a luz ultravioleta (UV),
geralmente de origem solar, é o principal fator de risco associado a essa patologia.
Esse tipo de cancer pode ser classificado como carcinoma escamocelular ou
basocelular, dependendo do tipo de célula, e raramente sofre metastase. Contudo, em
alguns casos em que ha demora no diagndéstico, o mesmo pode levar a ulceragdes nas
regides afetadas e deformidades fisicas graves (INCA - ESTIMATIVA, 2012).

Diferentemente, o cancer do tipo melanoma é uma forma muito agressiva que se
desenvolve a partir dos melandcitos, um tipo de célula epitelial que contém uma
pigmentagdo chamada melanina, e possui poucas opgdes eficazes de tratamento. O
prognéstico dessa variedade de céncer de pele sofre a interferéncia de diversas
variaveis, incluindo a idade do paciente, sexo, local do tumor primario, espessura do
tumor, ulceragao do tumor, taxa de mitose das células tumorais, presenga de invasao
linfovascular, presenca de linfécitos infiltrados e presenca de metastases nos
linfonodos, na pele ou em outros 6rgaos (LOTZE et al., 2001). Entre estes fatores, a
espessura tumoral, a presencga de ulceracdes e de metastases sdo considerados como
os melhores indicadores para prognostico (BALCH et al., 2001).

A neoplasia do tipo melanoma tem como principais fatores de risco a exposi¢cao
excessiva ao sol (tanto radiagbes UVA quanto UVB), principalmente entre os horarios
de 12 horas as 16 horas; camaras de bronzeamento; histérico pessoal ou familiar desse
tipo de patologia, ou doenga genética dérmica (ex.: xerodermia pigmentosa);
sensibilidade da pele ao sol; doengas imunossupressoras (ex.: lUpus); exposigao
ocupacional (ex.: trabalhadores rurais) (INCA - ESTIMATIVA, 2012).

Embora o cancer de pele seja o mais frequente no Brasil e corresponda a 25% de
todos os tumores malignos registrados no Pais, o melanoma representa apenas 4% das

neoplasias malignas do orgao, apesar de ser o mais grave devido a sua alta
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possibilidade de metastase (INCA - ESTIMATIVA, 2012). A quimioterapia tem-se
demonstrado inefetiva no aumento da sobrevida global de apenas uma minoria dos
pacientes. A cirurgia ainda € o tratamento mais indicado para essa patologia. Essa
escolha, por parte dos médicos, tem levado a boas taxas de cura, quando o tumor é
detectado e retirado em estagio inicial. Entre os pacientes com melanoma metastatico,
estagio disseminado, o procedimento cirurgico € ineficaz e o tempo mediano de
sobrevida estimado é em torno de 8 meses; menos de 10% dos pacientes sobrevivem 5
anos desde o diagnostico (BALCH et al., 2003). Nesses casos a estratégia de
tratamento deve ter entdo como objetivo aliviar os sintomas e melhorar a qualidade de
vida do paciente (LOTZE et al., 2001; RODRIGUEZ-VICENTE et al., 1998).

2.2 Radiagao ultravioleta

A luz do sol é a principal fonte de radiagao na superficie terrestre. O espectro de
ultravioleta (UV) solar é dividido em trés principais componentes, baseados nos seus
comprimentos de ondas e efeitos biologicos (MUKHTAR & ELMETS, 1996; BALIGA &
KATIYAR, 2006; KATIYAR et al., 2007):

a) Ondas grandes - UVA (320 — 400 nm);

b) Ondas médias - UVB (290 — 200 nm);

c) Ondas curtas - UVC (200-290 nm).

O espectro UV que atinge a superficie da terra consiste de aproximadamente 5%
UVB e 95% UVA. A maior parte da fracdo UVC do espectro ultravioleta solar é
bloqueado pela camada de ozbnio terrestre. A radiacdo UVA pode penetrar
profundamente na epiderme e derme da pele e sua exposi¢ao extensiva pode permitir a
formagao inicial de tumor (BACHELOR & BOWDEN, 2004; WANG et al., 2001). A
exposig¢ao da pele as ondas do tipo UVA induz a geragao de radicais livres de oxigénio
e grupos hidroxil, que podem causar danos a varias macromoléculas celulares, como
proteinas, lipideos e DNA (DIGIOVANNI, 1992). O estresse oxidativo induzido pela

radiacdo UVA pode desenvolver o processo de “photoaging” na forma de flacidez da



pele, ao invés de rugas (KRUTMANN, 2001) e também pode suprimir algumas das
fungdes imunoldgicas.

As radiagbes UVB sao mutagénicas e carcinogénicas naturalmente e sao
responsaveis por uma variedade de doencgas de pele. Radiacdées UVB podem penetrar
na epiderme da pele, possibilitando indugdo de estresse oxidativo, imunossupressao,
danos do DNA, envelhecimento precoce da pele e cancer de pele dos tipos melanoma
e ndo-melanoma (KATIYAR et al., 2007; DE GRUIJL & VAN DER LEUN, 1994).

Por fim, a radiagdo UVC possui alto nivel de energia, € naturalmente mutagénica
e, comparativamente, apresenta consequéncia de maior gravidade que as radiagdes
UVA e UVB juntas.

A radiacao seja ela solar ou ionizante, € o mais importante carcinégeno fisico. O
mecanismo da carcinogénese pela radiacédo reside na sua capacidade de induzir
mutagdes. Tem sido muito dificil encontrar uma assinatura genética definitiva para os
efeitos da radiacao ultravioleta na formacdo de melanoma e outros canceres de pele,
mas mutagdes em alguns genes como os que codificam p53, p16 e RAS, tém sido
detectadas (MATSUMARA & ANATHASWAMY, 2002). Os melandcitos humanos
normais aderem a membrana basal da epiderme e com seus dendritos, alcangam os
queratindcitos nas camadas superiores da epiderme para distribuir seu pigmento, a
melanina, que fornece a protecao contra os efeitos prejudiciais da radiagao ultravioleta
(UV) presente na luz solar cuja sintese ocorre no interior dos melandcitos, tendo a

tirosina como precursor (LOTZE et al., 2001).



2.3 Bioquimica do cancer de pele

A proliferacdo de melandcitos esta relacionada a presenca de fatores de
crescimento como FGF-2, M-SCF, endotelinas e HGF/SF. Tais fatores sdo produzidos
pelos queratinécitos e fibroblastos presentes na pele, principalmente quando
estimulados pela radiagcdo UV. A alteracdo no processo de sintese desses fatores por
algum agente carcinogénico ou radiagéo UV, decorrente de mutagao celular, resulta em
uma das etapas do processo de carcinogénese (LOTZE et al., 2001)

Esse processo tem inicio em uma mutagdo podendo ser ela na sequéncia do
DNA, na grande maioria, ou alteracdo no padréo epigenético (padrao de metilacdo
responsavel pela silenciamento de genes). Geralmente, os genes atingidos estdo
relacionados aos processos de indugéo e controle do ciclo de divisdo celular e/ou um
desequilibrio no controle da morte celular programada. Essa lesdo, causada em muitos
casos por um agente carcinogénico, pode ser chamada de estagio de iniciacdo. A
célula que sofreu a mutacéao inicial deve sofrer outras alteragbes ao longo do tempo e
transmiti-las as suas descendentes para que se torne um cancer, desenvolvendo-se de
forma lenta e gradual. Nessa etapa (estagio de promogado), em geral, o agente
carcinogénico continua a agir sobre as células do tecido afetado. O ultimo estagio, o de
progressao, caracteriza-se pela instalagdo do cancer e proliferacdo descontrolada das
células do tumor (FERREIRA & ROCHA, 2004; ALBERTS et al., 2004).

A desordem genética que origina o cancer é caracterizada por envolver genes do
controle do ciclo celular e da regulagdo do processo de morte celular programada. Os
proto-oncogenes sdo genes nos quais mutagdes ou ganho de funcéo levam a formagao
do cancer, sendo os mutantes hiperativos denominados oncogenes. Ja os genes
supressores de tumor sdo aqueles em que a perda de fungéo leva ao cancer (KLUG &
CUMMINGS et al., 1983). As alteragbes estruturais e/ou funcionais de genes
controladores do ciclo celular podem ser decorrentes da amplificacdo e ativacdo de
proto-oncogenes, ou mutagdes que levem a perda ou inativacdo de genes supressores
de tumor. A inativagado desses genes, por sua vez, pode causar a proliferagcao celular

descontrolada e juntamente com uma falha na sinalizagdo para apoptose, levar a



formagao do cancer (FERREIRA & ROCHA, 2004; PASTERNAK, 2002; ALBERTS et
al., 2004).

Para o desenvolvimento do cancer, as células tumorais necessitam sobreviver a
condi¢gdes extremas. Por crescerem mais rapido que 0s vasos sanguineos, os tumores
sélidos sao incapazes de obter, de modo eficiente, o oxigénio. Dessa forma, o tumor
tem a maior parte do seu suprimento energético obtido exclusivamente da glicolise,
tornando o metabolismo fermentativo a principal fonte de adenosina trifosfatado (ATP).
Isso permite que o tumor sobreviva até que ocorra a, angiogénese (BERG et al., 2004).
E esse processo que facilita a disseminacgéo das células tumorais para outros 6rgéos, o
que caracteriza o processo de metastase (SILVA et al., 2007). Além disso, as células
cancerigenas sao geralmente menos especializadas nas suas fungdes que as suas
correspondentes normais. Sendo assim, os tecidos invadidos acabam perdendo
progressivamente sua fungdo, o que acarreta uma disfungdo organica que pode levar a

faléncia do 6rgéo e em alguns casos a morte do paciente (ALMEIDA et al., 2005).

2.4 Modelos Experimentais para Estudo de Melanoma in vitro

O modelo de culturas de células neoplasicas € amplamente usado pela comunidade
cientifica, pois apresenta muitas vantagens que o torna essencial para o estudo da
atividade anticancer. Entre elas citam-se: condicdes controladas para o estudo do
comportamento das células, o baixo custo em relagdo aos testes in vivo e teste com
amostras em concentragdo conhecida, “screening” de drogas. Nessa metodologia, sdo
feitas muitas replicatas e testes com inumeros compostos (FRESHNEY, 2005).

A linhagem de melanoma murino B16 ¢€ altamente tumorigénica e
frequentemente usadas como modelo de crescimento tumoral. Dentre suas sub
linhagens a habilidade de formar metastases aumenta segundo a ordem: B16-FO, B16-
F1 e B16-F10. As células de melanoma murino B16-F10 foi estabelecida por Fidler
(1973) oriunda de melanoma de ocorréncia natural em camundongos C57BL/6 por meio

de selegao progressiva. Essa linhagem constitui uma ferramenta experimental muito



utilizada para o estudo do melanoma, cujo crescimento se da tanto in vitro como in vivo,
sendo desenvolvido em camundongos C57/BL6. (NAKAMURA et al., 2002).

2.5 Plantas medicinais e cancer

Desde os tempos antigos, produtos naturais, ervas e temperos tém sido utilizados
para prevenir diversas doencas e, concomitantemente, varios extratos botanicos tém
sido amplamente considerados como fonte de farmacos utilizaveis. Estudos indicam
que aproximadamente 62% dos medicamentos comercializados nos ultimos anos tém
origem dos produtos naturais (CRAGG et al. 1997). Tais produtos desempenham um
importante papel como tratamento direto ou como modelos (compostos lideres) que séo
modificados para o tratamento de doengas humanas. Os exemplos mais comuns de
medicamentos advindos da sabedoria popular sobre plantas medicinais € o agente
anticarcinogénico taxol, um diterpeno retirado da Taxus brevifolia (Taxaceae)
descoberto por WANI et al. (1971) e que atualmente € usado para o tratamento de
cancer ovariano em estagio avangado. Outros exemplos s&o: camptotecina, derivada
da Camptotheca acuminata (Nyssaceae) (WALL et al. 1966); podofilotoxina derivado da
Podophyllum peltatum (HARTWELL & SCHRECKER, 1951); vincristina e vinblastina,
derivados da Vinca rosea (NEUSS et al. 1964).

Devido a similaridade de muitas vias bioquimicas, os agentes fitoquimicos que
possuem propriedade antiinflamatéria, imunomodulatéria e antioxidante sdo também os
mais promissores a serem explorados como agentes quimiopreventivos. Alguns
exemplos sd30 a curcumina (obtido do acgafrdo da india, Curcuma longa Linn), o
resveratrol (inicialmente encontrado na casca da uva vermelha ou roxa, Vitis sp.) e o
[6]-gingerol (obtido do gengibre - Zingiber officinale) que desempenham
concomitantemente atividade quimiopreventiva e anti-inflamatoria mediado pela via da
MAP kinase (MAP kinase 5-fosfatase) (NONN et al., 2007)

Recentes avangos nos entendimentos em nivel celular e molecular da
carcinogénesis tém permitido o desenvolvimento de novas estratégias para a

quimioprevengao dessa patologia. Esse tipo de prevengdo € fundamentada no uso de

10



especificas substancias quimicas, naturais ou sintéticas que podem suprimir retardar ou
reverter o processo de carcinogénese e, assim, oferecer uma estratégia real para o
controle do risco da doenca. Diversos estudos tém mostrado o potencial
quimiopreventivo de muitos compostos presentes em fitoterapicos, como os polifenais,
retindis, e procianidinas; contra os efeitos adversos da radiacdo UV (BALIGA &
KATIYAR, 2006; SURH, 1999, 2003; PINNEL, 2003; KATIYAR & ELMETS, 2001).

Estudos mostram que a maior parte das drogas com atividades antitumorais nao
sdo seletivas ao tipo de tumor e, algumas vezes, causam desordens hematopoiéticas e
resisténcia ao quimioterapico em uso. Dessa forma, faz-se necessaria a descoberta de
novas drogas que possuam, concomitantemente, eficacia antimetastatica e baixa
toxicidade em tecidos normais. O tratamento de varias doencas utilizando como base
produtos naturais € observado ha muitos anos na medicina popular. Partindo desta
tradicdo a utilizacdo de medicamentos produzidos a partir de plantas no tratamento do
cancer tornou-se uma constante, confirmada pelo fato de cerca de 60% de drogas
comercializadas para o tratamento do céncer entre 1983 e 1994 serem de origem
natural (RAVELO et al., 2004).
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2.6 Inga - Familia Fabaceae

O inga, também chamado ingazeira, € uma arvore do género Inga, subfamilia
Mimosoideae, familia Fabaceae. "Inga" também designa o fruto da arvore Ingazeira:
uma longa vagem que contém sementes envolvidas por uma polpa utilizada em muitas
regides, como alimento.

Sao conhecidas cerca de 300 espécies desse género. Seu atual centro de
diversidade € a floresta amazbnica, mas possui representantes no México, Antilhas e
em toda a América do Sul, sendo exclusivamente neotropical. S&o plantas encontradas
preferencialmente as margens dos rios, devido a grande quantidade de sementes
levadas e depositadas nas varzeas pelas enchentes.

Da polpa do fruto prepara-se um xarope usado na medicina caseira contra
bronquites e a decocgdo da casca € empregada na cura de feridas e diarréias. A casca
€ rica em tanino e serve para curtume (PRANCE & SILVA, 1975). Apesar da ampla
divulgacao da cultura popular das espécies dessa familia como plantas medicinais,
ainda pouco se sabe sobre sua verdadeira eficacia.

A figura 2 ilustra a identificacdo botanica da I. subnuda, espécie utilizada no

presente estudo.

2.6.1 Inga subnuda subsp. Luschnathiana (Benth.) T.D.Penn.

Em suas folhas foram identificados alguns compostos fendlicos, acido galico,
taninos, catequina, epicatequina, quercetina-3-0O-a-L-glucopiranosideo, quercetina-3-O-
a-L-ramnopiranosideo e miricetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo. Entretanto esses
compostos representam apenas 10% do total dos compostos fendlicos (SOUZA et al.,
2007). Nas raizes, foram identificados: 5,7,3’,4’-tetra-hidroxi-3-metoxiflavona, 6,3’,4’-tri-
hidroxiaurona e 5,7,4’-tri-hidroxi-6,8-dimetilflavonona (CORREA et al., 1995). Pesquisas
indicam importante atividade bioldgica dos taninos na inibicdo do desenvolvimento de
fungos e bactérias (FERNANDES et al., 2005), bem como ativididade anticarcinogénica,
antiinflamatdria e cicatrizante (MONTEIRO et al., 2005).
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Figura 2 - Foto da exsicata de Inga subnuda depositada no herbario da Universidade Federal de Vigosa.
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2.7 Familia Annonacea

A familia Annonacea inclui aproximadamente 50 géneros, em que dois deles sao
comercialmente importantes: o género Annona, que compreende cerca de 100
espécies, e Rollinia, com cerca de 50 espécies. Dentre as espécies do género Annona
comercialmente importantes, tém-se Annona cherimoya Mill, a hibrida A. atemoya
(Annona cherimola Mill. X Annona squamosa L.), A. squamosa L. e Annona muricata L.
(RASAI, 1995). A figura 3 ilustra a identificacdo botanica da R. dolabripetala, espécie
utilizada no presente estudo. Pouco se sabe sobre muitags espécies dessa familia, pois
a maior parte das informagdes esta dispersa e esta relaciona, em sua maior parte, em
conhecimento popular. Dessa forma, os principais estudos existentes sao baseados em

algumas poucas espécies mais conhecidas da mesma familia (ALMEIDA et al., 2005)

2.7.1 Rollinia dolabripetala (Raddi) R.E. Fr.

A R. dolabripetala, popularmente chamada de araticum ou marolo e pertence a
familia das Annonaceae, familia de plantas pertencente a ordem Magnoliales, de
distribuigao tropical em todo o mundo e composta principalmente por arvores.

Os componentes quimicos identificados na familia das anonaceas sao,
principalmente baseados, no trabalho de CAVE & LEBOUEF, nos alcaldides
benzilisoquinolina (LEBOUEF, 1982). Posteriormente, em decorréncia dos estudos da
fitoquimica das espécies de anonaceas indigenas da floresta tropical da Africa, foram
isolados grande parte dos diterpenos (DE MESQUITA et al., 2009). Outros terpenos,

flavondides e alguns componentes terpendides, também s&o encontrados na familia.
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2.7.2 Atividade biolégica das anonaceas

As Anondaceas caracterizam-se por apresentarem a acetogenina como um de seus
principais metabdlitos secundarios (figura 4). Tais compostos exibem expressiva
atividade biologica e tém sido considerados como importantes alternativas para o
desenvolvimento de drogas antitumorais. Esses compostos derivados de acidos graxos
de cadeia longa (Cs35-C37), combinados com uma unidade 2-propanol, sao formados
pela via bioquimica policetidica do acetato e s&o caracterizados por uma longa cadeia
alifatica com um anel terminal y-lactona a,B-insaturado. Tais estruturas podem
apresentar, ou nao, anéis tetrahidrofuranos localizados ao longo da cadeia
hidrocarbonica, onde podem ser encontradas também fungdes oxigenadas (hidroxilas,
acetoxilas, cetonas, epoxidos, tetrahidrofuranos e tetrahidropiranos) (WANG et al.,
2002; BERMEJO et al., 2005, LEITE, 2009).

HO Pa
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\/’@\/\/\/\
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Figura 4 - Estrutura geral das acetogeninas (VILLO, 2008)

Andlises fitoquimicas do extrato etandlico das folhas de A. squamosa revelam
presenca forte de alcaldides, flavanonas, triterpendides, esterdides, concentracdes
moderadas de saponinas e taninos e tracos de flavonas, flavonois e xantonas (BRITO

et al., 2008). No Brasil, 76 flavondides foram isolados e identificados nas folhas de 31
1



espécies de anonaceas nativas, prevalecendo os flavondis, dentre os quais, o canferol,
ramnocitrina, 6-hidroxirhamnocitrina, quercetina, isoramnetina e ramnetina; com relagao
as flavonas, foram identificadas a apigenina, a escutelareina, a hispidulina e a luteolina
(SANTOS & SALATINO, 2000).

Um dos grandes interesses em investigar o mecanismo de agédo dessa grande
quantidade de AGEs encontradas esta relacionado ao conhecimento sobre o processo
envolvido na morte de células tumorais. Membros dessa classe de compostos naturais
séo reconhecidos como candidatos “potenciais” para geragdes futuras de drogas
anticarcinogénicas e, por isso, tem se tornado uma das classes mais interessantes de
produtos naturais da atualidade (LIAW et al., 2010).
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2.8 Flavonodides, cancer e quimioprevengao

Os flavondides sdo uma grande familia de metabdlitos secundarios polifendlicos
com estruturas quimicas semelhantes, biossintetizados a partir das vias do acetato e do
chiquimato. Eles existem nas diversas estruturas das plantas incluindo frutos, vegetais,
sementes, castanhas, ervas, flores e cascas. Juntamente aos carotendides sdo
reconhecidos como o0s pigmentos responsaveis pela coloragcdo de folhas,
especialmente no outono. Cerca de 5.000 diferentes tipos de flavondides foram
identificados até o presente momento, sendo classificados em pelo menos 10 grupos
quimicos. Os mesmos sao categorizados como flavonas, flavondis, flavononas
antocianinas e isoflavonas frequentemente encontradas em nossa dieta humana
(NAFISI et al., 2009).

Recentemente, tem-se procurado estabelecer uma correlagéo entre a ingestao de
flavondides e a incidéncia de patologias tais como doengas coronarianas, (CESPEDES
et al., 2008) e cancer. Diversos estudos in vivo correlacionam elevado consumo de
flavondides com menor risco de desenvolvimento de cancer, estando em concordancia
com estudos in vitro que evidenciam a capacidade de determinados flavondides em
inibir a carcinogénese pela modulagdo de vias celulares (WILLIAMS et al., 2004,
HAVSTEEN, 2002; REN et al., 2003; ARTS & HOLLMAN, 2005).

Estudos tém demonstrado que a estrutura dos flavondides tem grande importancia
na determinagcdo de sua possivel eficacia como inibidor de proteinas quinases ou
mesmo tirosina quinase (AGULLO et al., 1997; FERRIOLA & MIDDLETON, 1989)
(figura 5).

A inibicado in vitro da proliferagcdo celular e a indugdo de apoptose em diversas
linhagens celulares pelos flavondides nao sdo bem estabelecidas (HSU et al., 2004; YU
et al., 2004), estando, possivelmente, relacionados a fosfatidilinositol 3-quinase (Pl 3-
quinase) (GAMET-PAYRASTRE et al.,, 1999; BONDAR et al., 2002). Sabe-se que a
fosfatidilinositol 3-quinase (Pl 3-quinase) tem papel essencial na sinalizagdo e
regulagdo de um grande numero de fungbdes celulares, incluindo-se proliferagao,
diferenciacao e apoptose (GAMET-PAYRASTRE et al., 1999; BONDAR et al., 2002).

Além da efetividade no cancer, a relagao estrutura/atividade também esta relacionada a
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atividade bactericida dessa classe de metabdlitos. Estudos recentes indicam que a 2',4'-
dihidroxilagdo do anel B na estrutura da flavanona tem importancia significativa na
atividade antimicrobiana. Ja a substituicdo de um grupo sulfo na posi¢ao 5’ no anel fenil
lateral amplia a atividade dos flavonoéides no combate a Staphylococcus (WOZNICKA et
al., 2013).

A posicao, numero e substituicdo do grupo hidroxil no anel B e a saturagdo da
ligacdo entre os C2-C3 sao fatores importantes para inibicdo da PI-3 quinase pelos
flavondides. E demonstrado, ainda, que existe uma similaridade nas necessidades
estruturais para que os flavondides exercam uma potente inibicdo da PI-3 quinase e
para que interajam em alguma etapa dos processos bioquimicos mitocondriais, ou seja,
a presenca de 2 duplas-ligagdes no anel C e a auséncia de substituicdo dos grupos
hidroxil (AGULLO et al., 1997; GAMET-PAYRASTRE et al., 1999).

Muito do que se associa ao efeito anticarcinogénico dos flavonoides se refere a
quimioprevencgao, principalmente relacionado a inibicao do estresse oxidativo

Um dos mecanismos conhecidos € sua interagcdo com a mitocéndria, por exemplo,
pela modulagao do poro de transigado mitocondrial (mPT), o qual controla a liberagdo do
citocromo C durante a apoptose, ou pela modulacdo de outro fator associado a
mitocéndria com atividade pré-apoptoética. A variacdo estrutural dos flavondides os
permite mimetizar ligantes de diversos sitios promovendo a¢des celulares como inibicao
de proteina quinase e topoisomerase (Boege et al., 1996), inibicdo da expressao de
moléculas de adesao (Soriani et al., 1998), ou mesmo ativagado de vias apoptoticas,

como as mediadas por caspases ou fragmentagao de nucleo e cromatina.
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Figura 5 — Estrutura do flavonol quercetina mostrando as regides com caracteristicas importantes na determinagao do classico
potencial antioxidante dos flavondides. A mais importante dessa estruturas é o catecol ou anel B dihidroxilado (sombreado de
amarelo). Outra importante caracteristica inclui a presenca de insaturagdo no anel C (sombreado de vermelho) e a presenca da
funcéo 4-oxo no anel C (sombreado em verde). O grupo catecol e outras fungbes podem também atribuir uma abilidade quelante de
metais de transigdo como cobre e ferro (sombreaod de azul). (SPENCER et al., 2003)

Muitos polifendis, como os encontrados no cha verde, desempenham importante
papel antitumoral ao provocar forte inibigado da atividade de AP-1 (proteina relacionada
a sinalizagcao celular e possui importante papel nas vias apoptéticas). A mutagao no
gene RAS, que ocorre frequentemente em muitos tipos de cancer, incluindo o cancer de
pele, ativa initerruptamente a via de transdugdo do sinal de crescimento e esta
associada com grandes niveis enddégenos de AP-1 (WILLIAMS et al., 2004; LEE et al.,
2011).

A via de sinalizacdo MAPK (“Mitogen Activated Protein Kinases” ou “Microtubule
Associated Protein Kinases”) tem com fungdo regular o crescimento celular,
sobrevivéncia e migragédo através de transdugéo de sinais proliferativos gerados pelos
receptores da superficie celular e componentes de sinalizagdo citoplasmatica até o
nucleo, através de eventos de fosforilagcdo (SMALLEY, 2010). A sinalizagcdo da MAPK
inicia-se pelos sinais extracelulares que se ligam nos receptores de tirosina quinases
(RTK) e subsequente ativacédo do RAS, uma GTPase ligada a membrana (FECHER et
al., 2008; SMALLEY, 2010). O RAS ativa a proteina RAF, uma serina/treonina proteina
quinase, que fosforila e ativa as MEK1 e MEK2 (MAP quinase - quinases reguladas por
sinais extracelulares), que por sua vez fosforilam e ativam ERK1 e ERK2 (quinases

reguladas por sinais extracelulares). O ERK ativado regula expressdo génica pela
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fosforilagdo de inumeros fatores de transcricdo nuclear ou indiretamente atingindo
moléculas sinalizadoras intracelulares.

As mutacdes no RAS sdo encontradas em canceres de célon e pancreatico, bem
como em melanomas, sendo o NRAS a isoforma mais comumente mutada em
melanoma. As mutagdes do BRAF, pertencente a familia RAF, foram encontradas em
uma variedade de tumores com a maior incidéncia em Melanoma, carcinomas do coélon
e de ovario Especificamente, as mutagées BRAF sdo comuns em melanomas cutaneos
decorrentes a exposi¢ao solar intermitente. Ja as proteinas do tipo ERK, em melanoma,
tém apresentado aumento de atividade nos estagios iniciais até os avangados da
doenca. (MANDALA & VOIT, 2013).

2.8.1 Quimioprevengao do Cancer

A quimioprevengao do cancer pode ser definida como a utilizagdo de compostos
quimicos especificos, naturais ou sintéticos, com a finalidade de prevenir, retardar ou
reverter o processo de carcinogénese, ou seja, o desenvolvimento de neoplasias
(WATTEMBERG, 1992; KELLOFF et al., 2000).

Os flavondides sao importantes agentes quimiopreventivos que estdo
amplamente distribuidos na alimentagcdo humana. Sua ingestdo média é de cerca de 25
mg/dia em muitos paises da Europa, com variagdes em fungao dos habitos alimentares.
Como exemplo, € possivel citar as laranjas e seus sucos como alimentos que dispdes
de grande quantidade de flavondides (cerca de 40 mg/100g) (ALIMENTOS
FUNCIONAIS, 2001). O quadro 1 apresenta varios mecanismos de agao dos agentes
quimiopreventivos, muitos deles descritos em flavondéides como a morina e a naringina.
Muito do que se associa ao efeito anticarcinogénico dos flavonoides se refere a

quimioprevencgao, principalmente relacionado a inibicao do estresse oxidativo.
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Quadro 1 — Mecanismos gerais da quimioprevengao.

Principais mecanismos quimiopreventivos dos flavonéides

Antimutagénese

Inibigdo da recarga de carcinégeno

Ligantes de acidos biliares

Inibicdo da bioativagcdo do carcinégeno

Inibidores da enzima Citocromo P450

Detoxificacao do carcindbgeno

Indutores dos sistemas GSH e GST hepaticos

Bloqueio da ligagao carcinégeno-DNA

Inibidores da enzima Citocromo P450

Aumento dos niveis de reparo do DNA

Indutores da enzima Poli (ADP-ribosil) transferase

Antiproliferagao / Antiprogressao

Modulacgéo da atividade de fatores de
crescimento e hormdnios

Antagonistas de receptores hormonais, inibidores da
aromatase de esterdides, inibidores da esterdide a 5-
redutase e IGF-I*

Inibicdo da atividade de oncogenes

Inibidores da transferase da proteina Farnesil

Inibi¢cdo da atividade de oncogenes

Inibidores da atividade da ornitina descarboxilase

Indugéo de diferenciagéo

Indutores de TGF-b

Recrutamento da resposta imunolégica

Inibidores de COX, indutores de linfécitos NK e células
de Langherans

Aumento da intercomunicagao celular

Indutores de expressao da conexina 43

Resgate da fungéo supressora tumoral

Indutores da expressao do gene p53

Inducéo de apoptose

Indutores de TGF-b, inibidores de Telomerase,
ativadores de Caspases

Inibicdo da angiogénese

Inibidores de COX-2 e Trombomodulina

Inibicdo da degradacédo da membrana
basal

Inibidores de Colagenases tipo IV

Inibicdo da sintese de DNA

Inibidores de Glicose-6-fofato desidrogenase

. *Fator de crescimento sérico analogo a insulina. Adaptado de KELLOFF et al. (1994).
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2.8.2 Morina

A morina (3,5,7,2’,4-pentahidroxiflavona) (figura 6) €& um dos principais
componentes das tradicionais ervas medicinais e foi, originalmente, isolada de espécies
da familia Moraceae. Esse bioflavondide € um constituinte abundante em muitas ervas,
folhas de goiabeira (espécie Psidium guajava, familia Myrtaceae), cebola (espécie

Allium cepa, Lineu, familia Liliaceas), frutas, e vinhos.

Figura 6 — Estrtura da morina (NAFISI et al., 2009)

Estudos indicam diversas atividades antioxidantes desse composto, que protegem
as células contra os danos dos radicais de oxigénio. A atividade antioxidante da morina
€ direcionada para captura e inibicdo dos grupos OH e do anion superoéxido, espécies
altamente reativas envolvidas na iniciagdo da peroxidagao lipidica. Ela inibe,
moderadamente, a xantina oxidase (enzima geradora de radicais livres); exerce fungao
através da regulagdo da ativagdo ou modificagdo da estrutura de enzimas; tem acgao
quelante de alguns ions metalicos (ex.: Fe?*) na formacdo do radical oxil, age como
modulador a atividade de algumas enzimas metabdlicas incluindo o citocromo P450; e
atua como agente quimiopreventivo contra a carcinogenese in vitro. (MENDOZA-
WILSON et al., 2011; DE MARTINO et al., 2012, DE KAPOOR & KAKKAR, 2012).
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2.8.3 Naringina

A naringina (4,5,7-trihidroxiflavona-7-ramglicosideo) (glicosideo de flavona
naringenina) (figura 7) € um dos flavondides com maior distribuigdo entre as plantas,
principalmente na casca das frutas citricas. Nos ultimos anos, esse composto tem
chamado a atengdao dos pesquisadores por desempenhar atividades antioxidantes,
antiinflamatdrios, anti-mutagénicas, anticancerigenas, reduzir o nivel de proteina
citocromo P450 1A2 e por inibir a peroxidacéo lipidica das membranas biologicas.
Estudos revelam que esse flavondide suprime a citotoxicidade e apoptose em células
P388 de leucemia de rato expostos a um tipico pré-oxidante, H,O, (KIM et al., 2003;
PURI & BANERJEE et al. 2000).

Figura 7 —Estrutura da naringina (NAFISI et al., 2009).
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2.8.4 Xantona; 1,7-dixroxixantona e cancer

As xantonas compreendem uma importante classe de heterociclicos moleculares
que possuem um esqueleto dibenzo- y-pironas, podendo ser obtidos tanto por meios
sintéticos quanto naturais (figura 8). No entanto, a grande maioria das xantonas
conhecidas é de procedéncia natural ocorrendo como metabdlitos secundarios bastante
comuns em varias familias de fungos, liquens e, principalmente, plantas. Os compostos
xantdnicos de origem natural sdo classificados e subdivididos de acordo com a
natureza de seus substituintes. Recente classificacdo divide as xantonas em seis
grandes grupos: xantonas simples, xantonas glicosiladas, xantonas preniladas,

xantonolignoides, bisxantonas e xantonas miscelaneas (VIEIRA & KIJJOA, 2005).

Figura 8 —Figura do nucleo xanténico numerado. (CORREA, 2009)

As xantonas provenientes de espécies de plantas sao majoritariamente xantonas
simples, mais especificamente as oxigenadas. Estas apresentam pelo menos um atomo
de oxigénio, que pertence a um grupo hidroxila, metoxila ou ambos, ligado diretamente
no anel. As xantonas oxigenadas sao subdivididas de acordo com a quantidade de
atomos de oxigénio substituidos no anel nas posi¢coes de 1-4 e de 5-8 e tém sido
isoladas de varias familias de plantas, principalmente, das localizadas em territério
brasileiro. As principais fontes desses produtos naturais sdo plantas de pequeno a
médio porte que pertencem a familia Guttiferae, Gentianaceae, Moraceae e
Polygalaceae. Outras familias de plantas de grande porte que produzem derivados
xantdnicos também sao: Betulaceae, Caryophyllaceae, Gesneriaceae, Iridaceae,

Loganiaceae, Lytraceae e Polypodiaceae (PERES et al., 2000). Das familias de plantas
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que fazem parte da biodiversidade brasileira mencionadas acima, destaca-se a
Guittiferae por ser a mais difundida e a maior fonte de derivados xanténicos.

Os compostos fendlicos hidroxilados, como no caso das xantonas, tém-se
mostrado ativos contra diversos microrganismos. O numero e a posi¢éo dos grupos OH
no anel fendlico estao relacionados com sua atividade. Estudos indicam que o aumento
de hidroxilagdes resulta em elevada toxicidade para as células microbianas e quanto
mais oxidado os compostos, maior € o efeito inibitério. Os mecanismos responsaveis
pela toxicidade podem atuar na inibicdo de processos enzimaticos através de oxidagéo,
que pode ocorrer em grupos sulfidril ou através de interagdes com proteinas (COWAN,
1999). Pouco descrito na literatura, PEDRO et al. (2002) descreveram a seletividade de
algumas xantonas com dois grupos OH sobre células cancerigenas. Destacaram a
seletividade das 1,2-dihirdoxixantona, 2,3-dihidroxixantona, 3,4-dihidroxixantona e 2,3-
dihidroxixantona sobre células do melanoma (UACC-62) em relagdo as células
cancerigenas renais (TK-10) e de cancer de mama (MCF-7). Nesse caso, nota-se que a
presenca de hidroxilas adjacentes nestes compostos pode ser uma explicagcdo para a
seletividade para o melanoma.

Estudos in vitro mostram que as xantonas também possuem atividade
anticarcinogénica, ativando a via da caspase 9 e 3, mas ndo a 8 em células da
linhagem HL60, ou ocasionando o travamento do ciclo celular. Tais trabalhos
reportaram que alguns derivados das xantonas (como os presentes no pericarpo do
mangostéo, Garcinia mangostana Linn) desencadearam disfungdo mitocondrial, como
perda de potencial de membrana, redug¢ao do nivel intracelular de ATP e acumulo de
espécies reativas de oxigénio (MATSUMOTO et al., 2004; AKAO et al., 2008). O quadro
2 apresenta algumas mecanismos de acado dos derivados xantdnicos com agao

antitumoral.



Quadro 2 - Mecanismos de agao dos derivados xanténicos com agao antitumoral (PINTO et al. 2005).

Mecanismo

Derivados xantonicos / substituintes

Indugéo da apoptose pela ativagédo da via da caspase 3

Prenil, glicosil, metilenocarboxi, extrato de Gacinia
mangostana (prenil)

Inibicdo da aromatase

Imidazol, triazol

Ligante de DNA

Pirano, amino, oxigenado

Quebra de DNA e ligacdo cruzada DNA-proteina

Epoxi, policiclico, dialquilamina, oxigenado, furano.

Inibicdo da 11-R-hidroxilase

Xantona-antraquinona

Inibigcdo da 17-a-hidroxilase/C17,20-liase

Imidazol, triazol

Imunomodulagao, indugéo das citocinas

Metilenocarboxil

Modulagéo das quinases:

1) Caseina quinase 2

2) “Mitogen-activated protein
kinases” (MAPKs)

3) Proteina quinase A

4) Proteina quinase c

1) Dihidroxi, dihidroxi/nitro
2) Prenil

3) Prenil

4) Prenil, formil, hidroxil,

xantonolignoids, axigenado

Inibigédo da fosfolipase C

Xantona-cromo, tetra-oxigenado

Interferéncia no reparo pos replicagao

Oxigenado

Receptores E2 de prostaglandina (PG)

Prenil, carboxil

Supresséo da proteina sintase Epoxi
Supresséao da sintese de RNA Epoxi
Inibicdo da transduagéo do sinal em oncogene Ha-ras Epoxi
Inibicdo da esfingomielinase Prenil

Inibicao da topoisomerase | e Il

Furano, sterigmatocistina

Aumento da expressao génica do gene transformador
do fator-B de crescimento (TGF-R3)

glicosil

Inibicdo do mimetismo vasculogenico

Metileno arboxil
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2.8.5 5-Fluoracil e cancer

O 5-Fluoracil (5-FU) € um agente quimioterapico classificado como antimetabdlito,
pertencente a classe dos farmacos analogos da pirimidina. Esse composto € analogo
do uracil e também da timina, que apresentam um atomo de fluor ligado ao carbono 5,
em substituicdo ao atomo de H ou ao grupo metil, caracteristicos dessas bases

nitrogenadas (figura 9).

O |
CH
HN | HN | F HN | -
)\N O)\N OA\N
o H H H
URACIL 5-FLUOROURACIL TIMINA

Figura 9 — Férmula estrutural do 5-Fluoracil e seus analogos normais Timina e Uracil. Reproduzido de PETERS (2000).

Esse farmaco € comumente utilizado em diversos tumores sdélidos especialmente
em canceres do trato gastrintestinal e em outros tipos de tumores, como o cancer
epidermdide de cabega e pesco¢o, mama, ovario, bexiga, préstata, pancreas e figado.
Seu uso pode ser isolado ou combinado com outros agentes (LONGLEY et al., 2003;
KATZUNG, 2007).

As vias de anabolismo desse farmaco envolvem as mesmas enzimas e substratos
da sintese de novo da uracilla. Sua atividade citotdxica é atribuida a trés mecanismos
distintos: inibicdo da enzima timidilato sintase relacionada a sintese de nucleotideos;
incorporagdo de fluorouracil trifosfato (FUTP) no RNA e incorporagdo de
fluorodeoxiuridina trifosfato (FAUTP) no DNA gendmico (NOORDHUIS et al., 2004)
(figura 10).

O 5-FU atua como potente inibidor da enzima TS, interferindo com isso na sintese
de DNA e RNA. Uma vez que RNA e DNA sao essenciais para a divisao e crescimento

celular, o efeito desse farmaco pode gerar uma deficiéncia de timina provocando um
2



desequilibrio no crescimento e morte da célula (MOSBY’S, 2002; REUS, 2006). No
DNA além de causar inibigao de sua sintese, gera quebras simples nas fitas nascentes
de DNA e quebras duplas no DNA parenteral (NOORDHUIS et al., 2004; DE ANGELS
et al., 2006). Ja pela sua agdo no RNA, ocorre diminuigdo de sua sintese, inibicdo da
poliadenilacdo de RNA mensageiro e alteragdo na sintese protéica (NOORDHUIS et al.,
2004).

Mecanismos de agao do 5-FU

FUTP | RNA

5-FU Inibigao

FdUMP | DNA

Inibigao Inibigao

duMP T — . dTMP » dTDP » dTTP

Timidilato
Sintase

Figura 10 - Esquema representativo da sintese de monofosfato de deoxitimidina (dTMP) a partir do composto monofosfato de
deoxiuridina (dUMP) A enzima timidilato sintase (TS) junto ao cofator MTF (5,10-metilenotetrahidrofolato) converte dUMP a dTMP
que por sua vez gera dTDP e, entdo, dTTP (trifosfato de deoxitimidina), componente essencial da molécula de DNA.
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2.9 Infecgoes bacterianas e cancer.

A pele humana apresenta um ambiente diverso e habitado por um grande numero
de bactérias, entre elas varias espécies de Staphylococcus. S. aureus € um
microrganismo Gram-positivo, oportunista, responsavel por uma grande variedade de
infecgdes no ser humano, incluindo bacteremia, endocardite, pneumonia e infecgdes de
pele e ossos. Devido ao seu potencial patogénico, e a capacidade de se adaptar a
pressao seletiva dos antibidticos, pode se disseminar rapidamente, sendo atualmente
um patégeno emergente em varias partes do mundo (FEIL et al., 2003)

A resisténcia das cepas de S. aureus a antibidticos B-lactédmico (penicilina) iniciou
logo ap6s a descoberta desses medicamentos e seu uso terapéutico. Com o propdsito
de tratar as infecgbes causadas por essas cepas, foi introduzida, na clinica, a penicilina
semi-sintética com anel protegido (meticilina). (LOWY, 1998; LIVERMORE, 2000)
Entretanto, cepas de S. aureus resistentes a meticiina (MRSA) rapidamente
apareceram (BARBER, 1961). Além da resisténcia a meticilina, essa cepa bacteriana
também ¢é resistente a outros antibidticos B-lactdmicos (demais penicilinas,
cefalosporinas, carbapenens e aztreonam), uma vez que seu mecanismo de resisténcia
interfere no mecanismo de agao geral desta classe de antimicrobianos (LIVERMORE,
2000). E notado, também, um aumento da resisténcia aos antibidticos, de cepas de
Staphylococcus sp. ou mesmo Streptococcus sp. que acometem outros animais, que
nao humanos. O que intensifica atengdo dada para esse problema.

O aumento da ocorréncia das infecgdes por MRSA em toda a populagdo mundial,
especialmente nos pacientes hospitalizados, € uma preocupagdo consideravel,
atualmente. Fatores de risco estabelecidos para estas infecgbes incluem recente
hospitalizagéo, cirurgia, dialise e uso de dispositivos médicos e cateteres percutaneos
permanentes (LOWY, 1998).

Pacientes durante periodo de radioterapia ou quimioterapia necessitam ir ao
ambiente hospitalar continuamente para receberem tratamento. Em acrécimo, a
terapéutica do cancer é muito agressiva e desequilibra completamente a homeostase
da microbiota bacteriana corporal, facilitando infecgées por patdgenos oportunistas,

como o S. aureus. Somado a isso, muitos tipos de cancer sao tratados por meio de
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processo cirurgico associado ou ndo a quimioterapia, 0 que aumenta a vulnerabilidade
do paciente a esses agentes patogénicos. Considerando que nos ultimos anos, em
hospitais brasileiros, MRSA é responsavel por 35 - 45% das infecgdes causadas por
estafilococos (DE ALMEIDA SILVA et al., 2003; PEREZ et al., 2007; SADER et al.,
2004), torna-se de grande importéncia a identificacdo de novas fontes com potencial
antibacteriano.

Como ja descrito, diversos estudos apontam componentes presentes nos extratos
de Inga subnuda e Rollinia dolabripetala como atuantes no combate a agentes
microbianos. Somado a esse fato, pesquisadores tém relatado a realidade de, nas
ultimas décadas, um crescente numero de cepas bacterianas se tornarem resistentes a
multiplas drogas. Esse fato preocupante aumenta a importancia da realizagdo continua
de testes antimicrobianos em diferentes tipos de extratos vegetais a fim de que novas
fontes bactericidas sejam encontradas. Isso é necessario, ainda que ambos os tipos de
bactérias, Gram-positivo e Gram-negativo, demonstrem padrbes de resisténcia a

antibidticos.
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3 OBJETIVO

Esse estudo visou avaliar, in vitro, o potencial quimiopreventivo dos extratos
hidroalcodlcios de I. subnuda e R. dolabripetala, dos flavondides naringina € morina e
de xantonas sobre o cancer de pele do tipo melanoma, realizando um comparativo com
a atividade do farmaco comercial 5-Fluoracil. Visou também avaliar as atividades

antioxidante e bactericida dos extratos.

1. Avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos

de Rollinia dolabripetala e Iga subnuda.

2. Avaliar o efeito citotoxico desses extratos hidroalcodlicos e da naringina
(Sigma - Aldrich®), morina (Sigma - Aldrich®), xantona (Extrasynthese®) e 1,7-
dihidroxixantona (amostra sintetizada em laboratoério de pesquisa) em células

de melanoma murino (B16F10);
3. Avaliar o efeito citotoxico do 5-Fluoracil (Pharmanostra®) em células de

melanoma murino, bem como comparar sua eficacia com as demais

substancias testadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local de execucao do experimento

Todas as atividades de preparo dos extratos, de atividade antioxidante e de
atividade antibacteriana foram realizados nas dependéncias do departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular, especificamente no Laboratério Biofarmacos | e I,
Universidade Federal de Vigcosa. As atividades de cultivo celular e teste de
citotoxicidade foram realizadas nas dependéncias do Departamento de Veterinaria,

especificamente no Laboratdrio de Virologia animal, Universidade Federal de Vigosa.

4.2 Material botanico

O material botanico de Inga subnuda foi coletado em uma area de reserva natural
de Mata Atlantica, do tipo Floresta Estacional Semi Decidual, localizado nas
dependéncias do Embaubas Ténis Clube, no municipio de Jodao Monlevade, em Minas
Gerais. Joao Monlevade esta localizado na regido leste do estado, nas coordenadas
19° 48’ 36” S e 43° 10’ 26” W, possuindo um clima classificado como tropical de altitude
devido a sua localizagdo a 900 metros de altitude. (WORLD MAP; IBGE, CIDADE).

O material botanico de Rollinia dolabripetala foi coletado em um fragmento da
Mata Atlantica do tipo Floresta Tropical Subperenifdlia, localizado nas dependéncias de
uma propriedade privada rural, no municipio de Vigosa, em Minas Gerais. Mais
especificamente, na regido da Zona da Mata Mineira, entre as Serras da Mantiqueira,
do Caparad e da Piedade, nas coordenadas 20° 45’ 14” S e 42° 52’ 54” W, possuindo
um clima classificado como tropical de altitude devido a sua localizagédo a 649 metros
de altitude. (WORLD MAP; IBGE, CIDADE).

As cascas de Inga subnuda foram colhidas entre abril e novembro de 2011 e as
folhas de Rollinia dolabripetala foram coletadas em outubro/novembro e abril de 2011.
As espécies vegetais foram identificadas no Herbario VIC da Universidade Federal de

Vigosa, municipio de Vigosa, Minas gerais, pelos taxonomistas José Martins e Marcus
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Simao, depositadas sob forma de exsicatas com os codigos de registro indicados

abaixo:
Inga subnuda subsp. Luschnathiana (Benth.) T.D.Penn. VIC: 38.758
Rollinia dolabripetala (Raddi) R.E. Fr. VIC: 35.760
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4.3 Preparo do extrato hidroalcodlico

Apoés identificacdo das espécies, as cascas de [. subnuda e folhas de R.
dolabripetala foram coletadas, lavadas em agua corrente, emergidas em hipoclorito de
sédio 1%, dispostas em papéis absorventes para retirar 0 excesso de agua e,
posteriormente, alocadas em estufa a 45°C para secagem. O material vegetal foi
considerado seco quando a variagdo de massa nao ultrapassou 0,005 g em um periodo
de 12 horas. Decorrido esse processo, o material foi submetido 8 moagem em moinho
elétrico.

Os extratos hidroalcodlicos das cascas de /. subnuda e folhas de R. dolabripetala
foram preparados através do método de remaceracéo (SIMOES et al., 2002). O farelo
resultante da moagem do material vegetal das duas plantas foi, entdo, submetido a uma
alcoolatura na proporgao 1:1 (agua e alcool etilico P.A.) durante 72 horas. Decorrido
esse tempo, o sobrenadante foi, entdo, filtrado e separado, e uma nova solugao
alcodlica acrescida ao corpo de fundo. Esse procedimento foi repetido até a completa
exaustao da matéria organica em liberar extrato. O filtrado teve, entdo, todo o solvente
extraido pela metodologia de vaporizagéo rotativa em temperatura constante de 50°C.
Terminado esse processo, a solugao aquosa foi congelada por 24 horas em freezer -
20°C, seguido por 24 horas em freezer - 80°C e, entdo submetidas ao processo de

liofilizagao por 8 horas. O rendimento da extragao foi calculado através da equacgao 1.

Equagao 1 — Equagéo usada para o calculo do rendimento do extrato liofilizado.

Peso do extrato liofilizado

Rendimento % = ( >x100

Peso do material recém colhido
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4.1 Prospeccao fitoquimica

O estudo fitoquimico preliminar tem como importancia a rapidez e baixo custo na
identificacdo de classes de metabdlitos secundarios de interesse farmacoldgico
presente em diversos tipos de amostras (ARAUJO et al., 2010). Nesse ensaio, sdo
detectadas as principais classes de metabdlitos secundarios através de reacgodes
quimicas que resultam no desenvolvimento de coloragcéo e/ou precipitado, caracteristico
para cada classe de substancias (MATOS, 1997; SIMOES et al., 2002). Os testes foram

realizados em triplicata.

4.1.1 Fenois e taninos

Foi feita a dissolugdo de 0,5 ug de extrato seco em 5 mL de agua destilada e
adicdo de uma ou duas gotas de solugao alcodlica de FeCl; a 1%. O resultado foi

observado pela presenca ou ndo de mudanca na coloragao ou formagao de precipitado.

4.1.2 Flavonodides

Foi feita a dissolucédo de 0,5 ug de extrato seco em 10 mL de metanol e adigdo de
cinco gotas de HCI concentrado e raspas de magnésio. O resultado foi observado pela
presenca ou ndo de mudancga na coloragao.

Para a identificagdo de antocianinas e antocianidinas, flavonas, flavondis e
xantonas, chalconas, auronas e foi feita a dissolugédo de 0,5 ug de extrato seco em 20
mL de agua destilada. A solugao foi transferida para trés tubos de ensaio (3 mL/tubo).
Um dos tubos foi acidulado até atingir pH 3 e os outros dois foram alcalinizados sendo
um até pH 8.5 e o outro 11. O resultado foi observado pela presengca ou nao de

mudanca na coloragao nas diferentes condi¢gdes de cada tubo.



4.1.3 Leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas

Adicionaram-se 3 mL da mesma solugao preparada para identificacdo das classes
de flavondides, em dois tubos. Um deles foi acidulado com solu¢édo de HClapH 1 -3 e
o outro foi alcalinizado a pH 11, com solugdo de NaOH. Os dois tubos foram aquecidos
com auxilio de uma lampada de alcool durante 2 a 3 minutos. O resultado foi observado

pela presenga ou ndo de mudanga na coloragao.

4.1.4 Flavonois, flavanonas, flavanonois e xantonas

Foi feita a adicao em dois tubos, 3mL da solugdo preparada para identificagao das
classes de flavonoides e acrescentar 0,5 ug de Magnésio em raspas juntamente com
0,5 mL de HCI concentrado. Decorrido todo o processo de efervescéncia, o resultado foi

observado pela presenca ou ndo de mudancga na coloragao.

4.1.5 Saponinas

Realizaou-se a dissolugédo de 0,5 ug de extrato seco em 5 mL de agua destilada.
Em seguida, a solugao foi diluida em agua, formando volume final de 15 mL. A solugao
final foi, entdo, agitada vigorosamente por dois minutos, em tubo fechado. O resultado
foi avaliado pela observacao da presenga ou ndo de camada de espuma na superficie

da solucédo, por um periodo superior a uma hora.

4.1.6 Antraquinonas

Realizou-se a dissolucédo de 0,5 ug de extrato seco em 5 mL de Tolueno e,
posteriormente, adicao de 2 mL de solugdo de NH4,OH a 10%. O resultado foi avaliado
pelo aparecimento, ou ndo de coloracao résea, vermelha ou violeta na fase aquosa. Em
seguida, foi realizada a fervura de 0,5 pg de extrato seco por 15 minutos, em 10 mL de
solugao aquosa de H,SO,4 a 10%. A solucéo foi transferida para um funil de decantagao

e foram adicionados 10 mL de agua destilada. A extragdo ocorreu por duas vezes com
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10 mL de tolueno. Os extratos de tolueno foram concentrados até 3 mL e, entao,
misturados a 3 mL de solugdo de NHsOH a 10%. O resultado foi observado pela

presenca ou ndo de mudancga na coloracao.

4.2 Determinagao da capacidade antioxidante pelo método de sequestro de
radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

De acordo com BRAND-WILLIAMS et al.(1995), o método do DPPH (radical livre
que pode ser obtido diretamente por dissolugdo do reagente em meio organico) é
baseado na inativagdo ou estabilizagado do radical DPPH-(2,2-difenil-1-picril hidrazina)
por antioxidantes, o qual produz um decréscimo da absorbancia a 517 nm. O composto
DPPH apresenta um radical nitrogénio com um dos menores niveis de estabilidade
disponivel comercialmente (MACDONALD-WICKS et al., 2006) e seu antioxidante é
proporcional ao desaparecimento do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) nas amostras de

teste (figura 11).
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Figura 11 - Estabilizagdo do radical livre DPPH- (Rufino et al., 2007)



4.2.1 Porcentagem antioxidante

No presente estudso, foi analisada a porcentagem de moléculas do radical DPPH
sequestrado apds determinado tempo, de acordo com a metodologia da avaliagdo da
capacidade sequestrante de radicais DPPH, descrita por ESPIN et al. (2000) e
PUKALSKAS et al. (2002) com modificagdes.

A solucao de DPPH foi preparada na forma de uma solugdo de 0,1 mmoL - L™ de
DPPHes em etanol:agua 80% (v/v). Em seguida, 50 mg de cada extrato foi diluido em
solugéo de agua:alcool 80% (v/v) e, dessa solugéo estoque, 100 pL foram aliquotados e
diluidos na proporgao de 1:120. Em um tubo de ensaio, foi adicionada uma aliquota de
0,5 mL da fragao das amostras (devidamente diluida para que ocorra a redugao parcial
do DPPH) e 3,5 mL da solugéo etandlica de DPPH a temperatura ambiente (25 £ 1°C).
Foram realizadas leituras de absorbancia no comprimento de onda de 517 nm em
espectrofotdbmetro (UV-1601 PC Shimadzu), no tempo zero e no final da reagao
(estabilizagdo do valor da absorbancia). Todo o experimento foi realizado em ambiente
desprovido de luz e a absorbancia foi considerada estavel quando o resultado teve
variagao inferior a 0,005. O resultado foi expresso em porcentagem de moléculas de
radical DPPH sequestrado, a uma determinada diluicao, pela equacédo 2 (OLIVEIRA,
2011).

Equagéao 2 — Equagéo usada para calculo da atividade sequestrante pelo ensaio do DPPH.

(DPPH)/
~ (DPPH)°

. (DPPH-)0 — Absorbancia no inicio da reagéo -amostra pura de DPPH; (DPPH~)f — Absorbancia no final da reagéo

% atividade sequestrante = [1 X 100
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4.3 Determinagcdao da capacidade antioxidante pelo método de peroxidagao

lipidica

A degradacao oxidativa dos lipideos é de grande importéncia para diversos tipos
de pesquisa por ser atuante na alteracdo de comidas, na oxidagdo térmica, na
autoxidagcdo e na oxidagao por espécies reativas de oxigénio (ROS). Como os
lipossomos sao similares as membranas bioldgicas, a peroxidagdo detectada em
lipossomos mimetiza a peroxidacdo em membranas que é uma das principais formas de
se produzir radicais livres no meio biolégico (GODEVAC et al., 2008).

Uma das técnicas mais utilizadas para se avaliar a oxidagao de lipides € o teste do
malondialdeido (MDA C3H4O;) (MDA). O MDA é um dialdeido formado como um
produto secundario durante a oxidagcao de acidos graxos poliinsaturados por cisdo beta
dos AGPI peroxidados, principalmente o acido araquidonico. Em condi¢cdes apropriadas
de incubagao (meio acido e aquecimento), reage eficientemente com uma variedade de
agentes nucleofilicos para produzir cromdégenos com alta absortividade molar no
espectro visivel (JANERO, 1990; BENZIE, 1996).

A sua condensagao com o acido tiobarbiturico (TBA) forma produtos, que podem
ser determinados por absorgéo no visivel (532 nm). O teste padrao, introduzido por
Kohn e Liversedge, em 1944, € bastante popular porque é simples e rapido, porém
inespecifico. Consiste na medida de um cromégeno réseo formado pela reagédo do MDA
com duas moléculas de acido tiobarbiturico, em meio acido e alta temperatura. Essa
reagédo, chamada de “teste das substancias reativas com acido tiobarbiturico (SRATB),
representa multiplos métodos que utilizam o TBA, formando o complexo MDA:TBA
(1:2), C41HgN4S204.H20, que tem absorgdo maxima em 532 nm (JANERO, 1990;
BENZIE, 1996.
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4.3.1 Teste de peroxidagdo em lipossomos- Derminacao de malondialdeido
(MDA)

A metodologia utilizada para avaliar o efeito antiperoxidativo dos extratos de I.
subnuda e de R. dolabripetala foi a descrita por BUEGE & AUST (1978), com
modificacdes.

Foram adicionados 100 pyL de cada extrato (0,2 mg/mL) dissolvidos em DMSO
(dimetilsufoxido), 100 uL de BHT (di-terc-butilmetilfenol), controle positivo, e 100 yL de
DMSO, controle negativo aos tubos de ensaio, corretamente identificados, contendo 0,5
mL da solucao de lipossomos (10 mM). A peroxidacgao lipidica foi induzida adicionando-
se 125 pL de cloreto férrico FeCl; (0,2 mM) e 1 mL de acido ascérbico (10 mM) em
todos os tubos. Em seguida, estes foram incubados em um agitador a temperatura de
40°C durante 60 minutos. Decorrido o tempo, a reacgao foi interrompida adicionando 1
mL de &cido tiobarbiturico TBA (0,375%) dissolvidos em TCA-HCI (15,0% acido
tricloracético em HCI 0,25 mol/L).

Os tubos foram, entdo, aquecidos em banho termostatico a 80°C por 15 minutos e,
posteriormente, centrifugados a 3.000 x g por 15 minutos a 15°C. Em seguida, a leitura
da absorbancia de todas as amostras foi feita em espectrofotdmetro UV/visivel a 532
nm, tendo como padrdo de nivelamento o “branco”:. agua, cloreto férrico, acido
ascérbico e TBA.

O indice de peroxidacdo em TBA foi expresso em termos da porcentagem de
inibicdo de peroxidagdo de cada extrato. Todos os ensaios foram realizados em
triplicatas e, para o calculo dos resultados utilizou a meédia das triplicatas. A
porcentagem de inibicdo na oxidacéo lipidica foi calculada de acordo com a equacéao 3,

utilizando agua como controle:

Equagao 3 — Equagao usada para calculo da inibigao da atividade peroxidativa.

abs.média final do controle — abs.média da amostra

% Inibi¢do = ( ) x 100

abs. média do controle
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4.4 Cultivo Celular

Todo o trabalho dessa etapa foi realizado em condi¢cbes assépticas, em capela de
fluxo laminar com lampada ultravioleta, com material estéril e descartavel.

A linhagem celular selecionada para o experimento foi a variante F10 do
melanoma murino B16 (ATCC - CRL-6475). As células da linhagem B16F10 foram
mantidas em meio de cultura DMEM (Gibco) suplementado com L-glutamina (2 mM),
penicilina (100 Ul/mL), sulfato de estreptomicina (100 pg/mL), NaHCO3, (2,2 g/L) e soro
fetal bovino (Cultilab) 10% e em pH 7,2; incubadas em frascos de cultivo estéreis (25
cm? - 50 mL) a 37°C e atmosfera umidificada contendo 5% CO2, em estufa de CO,
(Thermo Scientific modelo HEPA Class 100).

4.4.1 Curva de crescimento celular

Com o objetivo de ajustar a melhor quantidade de células a ser utilizada durante o
periodo experimental, foi realizada uma curva de crescimento celular relativa aos
periodos de coleta de dados: 24, 48, 72 e 96 horas.

Para realizagdo da contagem, 20 pL das células foram adicionadas a outro
microtubo contendo 20 pL do corante vital azul de tripan (0,25%) e 10 yL da mistura. As
amostras foram analisadas em hemocitémetro (Neubauer Improved) de modo a estimar
a quantidade total aproximada de células presentes no frasco de origem, em um volume
conhecido. A partir desses dados, foram coletadas aliquotas da suspensao do frasco de
modo a conter, em cada pogo de uma placa de 96 cavidades (TPP®), 0S seguintes
volumes de células, em sextuplicatas: 1,0 x 10%; 2,5 x 10% 5,0 x 10% 1,0 x 10% 2,5 x
10% 5,0 x 10% 1,0 x 10% 2,5 x 10% 5,0 x 10° células. Tomou-se como base dados ja
encontrados na literatura sobre essa linhagem celular (JUNIOR, 2007; LUVIZON, 2008;
ALBUQUERQUE, 2008; SHIN et al., 2008).

As células foram plaqueadas em 50 pL de meio de cultura suplementado com 10%
de Soro Fetal Bovino e foram mantidas em estufa a 37°C e 5% CO,. Apos 24 horas, 0
meio de cultivo das cavidades foi substituido por um novo meio (2,5% SFB) e as células

permaneceram em incubagao pelos quatro dias seguintes. Diariamente, a avaliagdo da
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confluéncia celular foi realizada sob microscépio 6tico invertido e a quantidade definida

de células para condugao dos ensaios foi de 3 x 103 célula/pocgo.
4.4.2 Teste de citotoxicidade

A analise da atividade citotoxica dos extratos foi baseado na avaliagao
colorimétrica do MTT [3-(4,5-dimetil-2-tiazol)2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium]. O
MTT € um sal de tetrazdlio hidrossoluvel, de cor amarelada em solugcido aquosa.
Quando em contato com células viaveis com fungdo mitocondrial preservada, o anel
tetrazolico presente em sua estrutura é reduzido por redutases mitocondriais. O produto
desta reacao é o formazan que, por ser insoluvel em agua, acumula-se sob a forma de
cristais. Esses cristais sdo entdo coletados e diluidos em DMSO, resultando numa
solugéo de coloragao purpura, cuja intensidade de cor € medida por espectrofotometria
em uma faixa de a 492 nm. Dessa forma, a intensidade de purpura dessa solugao é
diretamente proporcional a quantidade de cristais de formazan formados que, por sua
vez, é proporcional a quantidade de células viaveis. (MOSMANN, 1983).

A realizagcdo desse teste depende da atividade da enzima succinato
desidrogenase, componente do ciclo do acido citrico. Essa enzima reside na membrana
mitocondrial interna, necessitando de um sistema de transporte de elétrons para a sua
funcdo. Dessa maneira, a atividade desta enzima é uma medida da viabilidade
mitocondrial e celular. A atividade desta enzima é medida pela sua capacidade de
converter o 3-(4,5-dimetil-2-tiazol) 2,5- difenil-2-H-brometo de tetrazolium a um
composto cristalizado de coloragdo azul. A quantidade de cristais formados é
determinada pela mensuracao da densidade 6ptica por espectrofotometria (MOSMANN,
1983).

4.4.2.1 Capacidade de inibir 50% do cultivo celular (Glsp)

A capacidade de inibir 50% do cultivo celular (Glsp), dos compostos testados foi
calculada mediante o resultado do teste do MTT. Os valores da absorbancia de 12

concentragdes distintas de cada substéancia foram tabelados e, entdo, analisados pelo
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programa GraphPad Prim 5.0. Este apds o caclculo indicou os valores dos Glsp, bem

como seus respectivos graficos.
4.4.2.2 Teste de viabilidade celular

As células de melanoma da linhagem B16F10 foram avaliadas segundo a sua
viabilidade por meio de coloragdo com azul de tripan (item 4.6.2.1) e, entdo, semeadas
na concentracdo de 3 x 10° células/mL (células viaveis) em placas de cultura de 96
cavidades (TPP®), contendo meio de cultura DMEM. Apds 24 horas de incubagdo, o
meio de cultura foi substituido por outro meio contendo concentragdes crescentes dos
flavondides Morina e Naringina, de xantona 1,7-dihidroxixantona, de 5-Fluoracil e de
extratos de /. subnuda e de R. dolabripetala. Todos eles foram inicialmente diluidos em
DMSO. Apos 72 h de tratamento, o meio de cultura foi retirado e as cavidades foram
lavadas duas vezes com PBS (100 uL/pogo). Um novo meio de cultura foi adicionado,
dessa vez contendo MTT (0,5 mg/mL) (Sigma - Aldrich®), e incubado por 3 horas e 30
minutos a 37°C em atmosfera umidificada, contendo 5% CO,. Decorrido esse periodo, o
meio foi novamente retirado, sendo adicionados 100 uL de DMSO para dissolver os
cristais de formazan produzidos durante a incubagdo com MTT. As placas foram entao
levadas a um agitador de placas por 1 hora e, em seguida, avaliadas por meio de um
leitor de Elisa (Thermo Plate. Leitora de microplaca TP-reader), a 550 nm, para
estabelecer a relagéo linear do numero médio de células por po¢co no ensaio do MTT
(adaptado de MOSMANN, 1983). Nessa primeira etapa, foi calculada a concentragéo
inibitéria de 50% das células de melanoma, sendo os ensaios realizados sempre em
triplicatas.

Os extratos que apresentaram atividade inibitéria de pelo menos 50% foram
avaliados quatro concentragdes distintas que delimitavam a melhor faixa de mortalidade
celular. Os mesmos foram, entéo, testados em triplicatas nos periodos de 24, 48 e 72

horas, seguindo a metodologia do ensaio do MTT.
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4.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana
4.5.1 Microrganismo indicador

Como microrganismo indicador para atividade antibacteriana, foram utilizadas
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213, S. aureus 4075 (isolado de mastite
bovina, embrapa/CNPGL, Juiz de fora) e S. bovis 01 (isolado de mastite bovina,
embrapa/CNPGL, Juiz de fora).

4.5.2 Padronizagao do microrganismo indicador

O microrganismo indicador foi cultivado em caldo infusdo de cérebro-coragcéo
(BHI), por 24 h a 37°C, de onde foi transferido posteriormente para tubos de ensaio
contendo 5 mL de solugao salina esterilizada. Essas suspensbes foram padronizadas,
comparando-as com a escala de McFarland (0,05 mL de cloreto de bario a 1,0% + 9,95
mL de acido sulfurico a 1,0%) (CLSI, M7-A6). Obteve-se, assim, um in6culo contendo
aproximadamente 10° células/mL denominada “suspensdo concentrada’, sendo
adicionada ao meio Mueller Hinton — MH (Difco) na propor¢do de 2%. Essas
suspensdes foram mantidas em banho-maria a aproximadamente 50°C até o momento

do uso, ndo ultrapassando 60 minutos
4.5.3 Ensaio qualitativo

Para o ensaio qualitativo, foi utilizada a técnica de difusdo em pogco. O teste
antimicrobiano dos extratos foi realizado em cultivo de cepa bacteriana de S. aureus
(como descrito no item 4.7.1). As bactérias foram cultivadas “overnight” e uma
suspensado contendo 10° UFC mL" foram incorporadas em agar Mueller-Hinton
(Himedia®). Os pocos foram feitos no agar com aproximadamente 6 x 3 mm e cada
poco foi preenchido com 8 uL (microlitros) de uma solugdo concentrada de cada
extrato, todos na concentragdo de 100 mg/mL. Como controle positivo foi utilizado
ciclopirox olamina (Uci-Farma®) 10mg/mL. Decorrido o periodo de incubacéo, as zonas
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de inibicao foram medidas com o auxilio de régua milimetrada, no que diz respeito ao
halo (diametro da area com auséncia de desenvolvimento microbiano) (FERNANDES et
al., 2005). Os extratos que apresentaram uma melhor atividade antimicrobiana foram

selecionados para a realizacao da determinacdo da concentragao inibitoria minima.
4.5.3.1 Cicloprix olamina

O ciclopirox olamina € um fungicida de amplo espectro, com alto poder de
penetracdo. E altamente eficaz praticamente contra todos os agentes patogénicos
causadores de micoses cutaneas superficiais. Possui atividade fungicida in vitro contra
Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Epidermophyton floccosum,
Microsporum canis e Candida albicans. Além disso, apresenta efeitos antiflogisticos e
antibacterianos concomitantes sobre patégenos Gram-positivos e Gram-negativos
(CICLOPIROX OLAMINA - BULARIO MEDLEY). Esse farmaco se distingue dos demais
agentes antifungicos por apresentar atividade antibacteriana mais uniforme e com maior
espectro de acdo. Sua acdo é parcialmente por complexacdo de ions metalicos e,
consequentemente, sua atividade in vitro depende da concentracédo de ions metalicos livres
no meio utilizado para a cultura. A atividade da ciclopirox olamina contra bactérias é
particularmente relevante nos casos de infecgbes por Tinea pedis, que geralmente
associam-se ao crescimento de bactérias principalmente Gram-negativas (GUPTA &
PLOTT, 2004).

4.5.4 Determinagao da concentragao inibitéria minima

Para a determinacdo da concentragéo inibitéria minima (CIM) as cavidades de
uma microplaca de 96 cavidades (TPP®) foram preenchidas com 100 yL de meio uller-
Hinton (Himedia®) e uma suspensao bacteriana ajustada para concentragao final de 108
UFC/mL. Em seguida, as substancias que apresentaram atividade bioldgica no teste de
difusdo em agar foram adicionadas a microplaca e mantidas a 37 °C por 24 h. Decorrido

esse periodo, foi, entéo, realizado o ensaio do MTT. Nessa atapa foram acrescentados
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a cada poco 100 uL de MTT na concentracado 1,0 mg/mL. A placa foi, entdo, novamente
encubada por um periodo de 3 horas para, assim, ter o resultado analisado. A CIM foi
determinada como a menor concentracdo na qual ndo foi visualmente observada
turbidez do meio ou crescimento bacteriano (LECHNER et al., 2004). Todos os testes
foram realizados em triplicata e como controle negativo foi utilizado meio BHI acrescido
de DMSO.

4.6 Analise estatistica

Os resultados dos coeficientes de inibigdo em 50% (GI150) foram analisados pelo
programa GraphPad Prism® 5.0. As diferengas estatisticas entre os grupos
experimentais foram detectadas por ANOVA. Uma vez que os resultados apresentavam
diferengca estatistica no teste de varidncia (teste F), os valores obtidos pelos
tratamentos foram comparados entre si pelo teste de comparagdes multiplas — teste de
Tukey —, sendo os valores de p menores que 0,05 (p < 0,05) a condi¢do para as
diferengcas serem consideradas estatisticamente significantes. A comparagdo dos
tratamentos com o grupo controle foi feita utilizando o teste de Dunnett, sendo os
valores de a menores que 0,05 (a < 0,05) a condicdo para as diferengas serem

consideradas estatisticamente significativas.
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5 RESULTADOS

5.1 Preparo dos extratos hidroalcodlicos

5.1.1 Estimativas de rendimento de matéria verde, seca e perda de umidade

Ap6s a identificagdo botanica, o material coletado (folhas e casca) foi processado
e seco em estufa a 40°C até a estabilizagdo do peso. A matéria seca foi submetida a
extracdo hidroalcodlica. A tabela 1 revela os valores encontrados para matéria verde
coletada no campo, perda de umidade, matéria seca obtida e rendimento do extrato
para cada uma das duas espécies estudadas. O rendimento dos extratos foi calculado

segundo a equacgéo 1.

Tabela 1 - Rendimento do material botanico (folhas/casca)

Nome da Espécie Matéria Verde | Perda de umidade | Matéria Seca Rendimento
Inga subnuda 395,009 36,72% 250,00 4,219 (1,07%)
Rollinia dolabripetala 1.237,00g 64,43% 440,009 28,579 (2,31%)




5.2 Prospecc¢ao fitoquimica

A prospecgao fitoquimica dos extratos hidroalcodlicos das cascas de Inga
subnuda e folhas de Rollinia doalbripetala estao apresentadas na tabela 2.

Os extratos avaliados ndo apresentaram uma composicao fitoquimica semelhante
em relagdo a presenga de antraquinonas, flavondides, taninos e saponinas. As
xantonas foram encontradas somente no estrato de R. dolabripetala enquanto que as

saponinas apenas no extrato de /. subnuda.

Tabela 2 - Resultado da prospecgéo fitoquimica preliminar dos extratos das folhas de Inga subnuda e Rollinia dolabripetala.

Metabélitos Nome da espécie
1. Subnuda R. dolabripetala

Antocianidinas " -
Antocianina . ]
Antraquinonas + )
Flavanona o ]
Flavanondis + _
Flavonois ; .
Saponinas + ]
Taninos o .\
Xantonas . N

. (-) negativo e (+) positivo.
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5.3 Determinagao da atividade antioxidante dos extratos

A analise da atividade antioxidante de frutos e extratos é de grande importancia em
trabalhos que buscam avaliar o potencial farmacolégico de determinada planta uma vez que
muitas doengas crénico degenerativas estdo relacionadas a producédo excessiva de espécies

reativas de oxigénio, no organismo.

5.3.1 Método do DPPH

Na avaliagdo da atividade antioxidante dos extratos, utilizou-se o metanol com
solvente de diluicdo (60 yM) tanto para as amostras como para o DPPH Como os
extratos utilizados no presente estudo nao foram fracionados, esse teste teve como
intuito apenas avaliar o perfil da capacidade antioxidante do extrato, como demostrado

na tabela 3. Para tanto, realizou-se a analise apenas na concentragao de 5,0 ug/mL.

Tabela 3 — Atividade antioxidante dos extratos de R. dolabripeta e I. subnuda.

Atividade antioxidante - método do DPPH

Controle

(Gingko biloba) R. dolabripetala 1. subnuda

Acao antioxidante (%) 36,70% + 1,03 22,82% +0,11* 67,93% + 0,08*

. Valores calculados segundo a equacéo 2. Gingko biloba — Pharmanostra®
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)
(*) diferenga estatistica em relagao ao grupo controle positivo pelo teste de Dunnett (a = 5%).

5.3.2 Método da peroxidagao lipidica

Como apresentado na tabela 4, os extratos de /. subnuda e R. dolabripetala
promoveram atividade antiperoxidativa de 34,28% e 24,78% enquanto os controles 1 e
2 apresentaram 80,90% e 28,66%, respectivamente.

O BHT (butilhidroxidotuleno) € um antioxidante sintético comumente utilizado na
industria alimenticia para aumentar a vida de prateleira de alimentos tipicos ou que
contenham lipideo em sua composicao (BARREIROS, 2006). Devido a essa

propriedade, normalmente esse antioxidante é amplamente utilizado como padrao
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positivo em ensaios que avaliam a peroxidacdo lipidica como o apresentado nesse
estudo.

Como o presente trabalho utiliza extratos brutos, foi utilizado, também, o Gingko
biloba (controle n°2). O extrato dessa planta € um dos medicamentos mais vendidos em
lojas de produtos naturais em todo o mundo (BREVOORT, 1998). Seus efeitos
antioxidantes estdo relacionados a diversos elementos quimicos com essas
propriedades antioxidantes, sendo os flavondides e os terpendides os mais bem
descritos (SMITH et al., 1996). Por esse motivo, extrato de Gingko biloba € comumente

utilizado como padréo positivo em ensaios que envolvam extratos naturais.

Tabela 4 — Atividade antioxidante dos extratos de R. dolabripeta e I. subnuda.

Atividade antioxidante - método peroxidativo

Controle n°1 Controle n°2
. . R. dolabripetala I. subnuda
(BHT) (Gingko biloba)
80,90% 28,66% 24,78% 34,28%

. Valores calculados segundo a equagéo 3. Gingko biloba — Pharmanostra®
Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)
(*) diferenca estatistica em relagéo ao grupo controle positivo pelo teste de Dunnett (a = 5%).
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5.4 Determinagao da atividade antimicrobiana dos extratos

5.4.1 Técnica de difusao em agar

Para essa metodologia, descrita anteriormente, foram utilizadas trés cepas de
bactérias Gram-positivas (S. aureus ATCC 29213; S. aureus 4075, S. bovis 01). Os
resultados dos halos de inibicdo para as trés cepas bacterianas estdo indicados na

figura 12 bem como na tabela 5.

Tabela 5 — Halo de inibicdo em cultivo de trés cepas de bactérias Gram positivas (valores em média + desvio padrao).

Cepa gg?g;:;:;ﬂ:cg) 1. subnuda R. dolabripetala
S. aureus ATCC 29213 24,00 + 1,00 14,00 + 1,02 7,00 £ 0,38
S. aureus 4075 22,67 + 0,58 13,00 £1,73 0,00
S.bovis 01 20,00 £ 0,10 10,00 + 0,90 0,00

. Valores em média + desvio padrao.
. Halos com didmetro igual ou superior a 7 mm s&o considerados validos (NASCIMENTO et al.,2000).
ATCC: “American Type Culture Collection” — (USA)
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Figura 12 - Teste antibacteriano pela técnica de difusdo em pocgo. C.P. significa controle positivo, I.S. significa extrato de Inga

subnuda e R.d. significa extrato de Rollinia dolabripetala
A- Halos de inibigao pela técnica de difusdo em agar; cepa de S. aureus ATCC 29213.

B — Halos de inibicdo pela técnica de difusdo em agar; cepa de S. aureus 4075

C — Halos de inibig&o pela técnica de difusdo em agar; cepa de S.bovis 01..
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5.4.2 Técnica de concentragao inibitéria minima

Devido ao fato de o extrato de R. dolabripetala ter apresentado baixo atividade
antimicrobiana pela técnica de difusdo em &gar, apenas o extrato de /. subnuda foi
considerado para a técnica de microdiluicdo em caldo BHI. O quadro 3 indica a
localizagao da distribuicao do extrato de /. subnuda em cultivo bacteriano de S. aureus
ATCC 29213.

Quadro 3 - localizagéo dos controles e concentragdes testadas do extrato de I. subnuda pela técnica de concentragcdo inbitoria
minima (MIC).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
A C.P CP CP C.N C.N C.N 5,00 5,00 5,00
B| 4,00 4,00 4,00 3,00 3,00 3,00 2,00 2,00 2,00
Cc 1,00 1,00 1,00 0,90 0,90 0,90 0,80 0,80 0,80
D| 0,70 0,70 0,70 0,60 0,60 0,60 0,50 0,50 0,50
E| 040 0,40 0,40 0,30 0,30 0,30 0,20 0,20 0,20
F| 0,10 0,10 0,10
G
H S+MTT BHI BHI

. C.P. = Controle Positivo; C.N. = Controle negativo; S+MTT = teste com suspensao bacteriana em meio de cultivo acrescido de
MTT; BHI = meio nutritivo utilizado para cultivo bacteriano.

De acordo com a metodologia proposta, a concentragéo inibitéria minima foi de

0,50 mg/mL, como apresentado na figura 13.

X &6 m m O O

Figura 13 — Teste de concentragao inibitéria minima (ver quadro 3).
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5.5 Teste de citotoxicidade

Ensaios de toxicidade celular sdo entre os métodos de bioensaios, os primeiros a
serem realizados para predizer a toxicidade de substancias a varios tecidos. A principal
vantagem da avaliagdo de toxicidade em culturas de células em relagédo aos ensaios
tradicionais de toxicidade in vivo, € uma resposta mais simples, sensivel, econédmica e
homogénea (FERNANDES et al., 2005).

5.5.1 Determinacgao da concentragao letal minima — Gl (“Growth inhibition”)

A citotoxicidade dos extratos de Inga subnuda, Rollinia dolabripetala, dos
flavondides naringina e morina, da 1,7-dihidroxixantona e xantona foi avaliada na
linhagem de célula neoplasica B16F10, em periodos de incubagédo de 24, 48 e 72
horas. Em uma primeira etapa, foi feito um “screening” em 72 horas do diluente DMSO
para identificar o limite de concentracdo a partir da qual este ndo exerceria nenhum
efeito citotoxico sobre as células em cultivo. Em concentragdes inferiores a 0,50% v/v, o
diluente ndo exerceu atividade estatisticamente significativa sob o cultivo celular (P =
0,1697) e, por isso, todos os compostos usados respeitaram esse limite de

concentracao do diluente (figura 14).

Atividade citotoxica do DMSO

e
©
1

B3 Tratamento com DMSO
3 Controle negativo

I
o
i

Absorbancia
o
.y

o
[N}
h

o
=)

Tratamento

Figura 14 - Grafico comparativo da absorbancia da cultura tratada com DMSO (0,50% * 0,06) em relagéo ao controle negativo
(0,589 + 0,0618).

Controle negativo: Cultivo de células que ndo foram submetidas a nenhum tratamento.

(*) diferenca estatistica em relagéo ao grupo controle positivo pelo teste de Dunnett (a = 5%).
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Com base na faixa nao citotéxica do diluente usado, analisou-se o perfil da
atividade antitumoral dos compostos, o qual foi expresso em Glsy (menor concentragao
capaz de inibir 50% do crescimento celular) no periodo de 72 horas, seguindo

“screening”(tabela 6).

Tabela 6 — Valores de GI50 das substancias testadas e 5-Fluoracil (controle postivo) testadas em periodo de incubagdo de 72
horas.

Tratamento GI50 (ug.mL™)
Inga subnuda 15,93x10™
Rollinia dolabripetala 47,04
Morina 11,94x10
Naringina 14,83x10°
1,7-dihidroxixantona 97,96x10™
Xantona 33,77x10™
5-Fluoracil 2,40x10"

GI50 (Concentragdo que promove 50% da maxima inibicdo da proliferacdo) foi determinada por analise de regressdo n&o-linear
utilizando o programa GraphPad Prism® 5 para Windows®.

As substancias liofilizadas foram completamente dissolvidas com auxilio do DMSO
de forma que se formassem solugdes estoque com a maior concentragao possivel da
substancia (tabela 7). As substancias-teste foram diluidas no momento do uso, sempre
respeitando a faixa nao citotdxica do diluente. O perfil da atividade antitumoral das
substancias-teste foi analisado e expresso em Glsg, no periodo de 72 horas e seguindo
“screening” (tabela 6).

Como parametro de atividade, considera-se como potente atividade antineoplasica
os compostos que apresentarem Glsg < 30 pg/mL (ITHARAT et al., 2004). O Instituto
Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI) em seu programa de triagem de drogas
anticancer considera potente atividade antineoplasica valores Glsp < a 4,0 pg/mL. No
presente estudo, os compostos foram considerados inativos quando Glso > 250 pg/mL.
De acordo com a tabela 6, a naringina foi considerada inativa para esse tipo celular. Ja
a 1,7-dihidroxixantona foi escolhida preferencialmente em relagdo ao seu par xantona

por desempenhar maior atividade antineoplasica (97,96x10'2 frente a 33,77x107,



respectivamente). As figuras 15 — 21 mostram o perfil das curvas dos Gls, apresentados

na tabela 7.

Tabela 7 — Concentragao de proporgao de diluente DMSO nas solugbes estoque substancias testadas e o 5-Fluoracil

Substancia Concentragiao Diluicao em DMSO
Inga subnuda 80,00 mg/mL 0,4 %
Rollinia dolabripetala 160,00 mg/mL 0,8 %
Morina 222,22 mg/mL 100 %
Naringina 114,29 mg/mL 100 %
Di-OH-xantona 142,86 mg/mL 100 %
Xantona 32,97 mg/mL 100 %
5-Fluoracil 240,00 mg/mL 100 %

Glso (Concentragdo que promove 50% da maxima inibigéo da proliferacdo) foi determinada por analise de regressdo nao-linear
utilizando o programa GraphPad Prism® 5 para Windows".

Gls5o 5 - Fluoracil

©
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»
e

Gl = 2,40x10™" pg/mL

I
e

Viabilidade celular (%)
N
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o
1

1,21x10" 1,54 19,50 2 48x10?

Concentragées (ug/mL)

Figura 15 — Grafico do Glsg do 5-Fluoracil (diluigdo em DMSO 100%).
Glso (Concentragdo que promove 50% da maxima inibigéo da proliferagdo) foi determinada por andlise de regressdo nao-linear
utilizando o programa GraphPad Prism® 5 para Windows".
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Glso Inga subnuda
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Figura 16 — Grafico do Glso do extrato de Inga subnuda.
Glso (Concentragdo que promove 50% da maxima inibi(géo da proliferagdo) foi determinada por andlise de regressdo nao-linear
utilizando o programa GraphPad Prism® 5 para Windows".
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Figura 17 — Gréfico do Glsy do extrato de Rollinea dolabripetala.
Glsp (Concentragdo que promove 50% da maxima inibigéo da proliferagéo) foi determinada por analise de regressdo nao-linear
utilizando o programa GraphPad Prism® 5 para Windows".



Glso Morina
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Figura 18 — Grafico do Gls, da Morina.
Glso (Concentragdo que promove 50% da maxima inibi(géo da proliferagdo) foi determinada por andlise de regressdo nao-linear
utilizando o programa GraphPad Prism® 5 para Windows".
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Figura 19 — Grafico do Glso da naringina.
Glso (Concentragdo que promove 50% da maxima inibigéo da proliferacdo) foi determinada por andlise de regressdo nao-linear
utilizando o programa GraphPad Prism® 5 para Windows".
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Figura 20 — Grafico do Glspda 1,7-dihidroxixantona.
Glso (Concentragdo que promove 50% da maxima inibi(géo da proliferagdo) foi determinada por andlise de regressdo nao-linear
utilizando o programa GraphPad Prism® 5 para Windows".
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Figura 21 — Grafico do Glspda xantona.
Glso (Concentragdo que promove 50% da méxima inibi(géo da proliferacdo) foi determinada por analise de regressédo nao-linear
utilizando o programa GraphPad Prism® 5 para Windows".



Pela analise do perfil do Glso do 5-FU, foi possivel avaliar melhor faixa de atividade
citotoxica para as células tumorais testadas. Quatro concentragbes que
compreenderam esse espectro foram selecionadas e testadas nos periodos de 24, 48 e
72h. A menor concentracdo testada e que exerceu maior inibicdo do crescimento
celular foi selecionada como controle para os trés periodos citados. Como apresentado
na tabela 8, a concentragao de 1,25x10° Mg/mL foi selecionada como controle para os

trés periodos.

Tabela 8 - Valores da inibigao da proliferagéo celular em 24, 48 e 72 horas (valores em %; média + desvio padréo).

Tempo 5-Fluoracil

(horas) | 1,80x10° pg/mL  1,25x10° ug/mL 899,63 pg/mL 599,75 ug/mL
24 21,09 + 2,51 2561+583  29,62+4,09 18,013,778
48 54,39 + 1,44 5509+313  56,80+198 47,13+3,63
72 93,58 + 0,71 91,50+3,06  91,08+0,92 86,39 + 4,04

. Valores em média * desvio padréo.



5.5.2 Determinacgao das concentragoes citotoxicas

Pela andlise do Glsy de cada substancia, foram selecionadas quatro
concentragbes que compreenderam sua maior faixa de atividade citotdxica. As células
tumorais foram, entdo, desafiadas em 24, 48 e 72 horas por todas as concentragcdoes

definidas, usando para cada periodo seu respectivo controle (tabelas 9 — 11).

Tabela 9 - Valores da inibigdo da proliferagéo celular (valores em %).

Teste de citotoxicidade - 24 horas

Substéancias Hg/mL m. * d.p. Substéancias Hg/mL m. £ d.p.

78,13 82,69 £ 4,00 2,00x104 3,81 +2,20
+ . o +
| Subnuda 58,59 26,51 +2,14 R. dolabripetala 1,50x10 27,95 +5,70
39,06 4,33 +3,32 1,00x10* 49,27 + 5,69
26,04 -5,14 £ 2,49 6,67x10° 32,92 +4,40*
1,67x10° 42,24 + 3,58 1,25x10° 60,76 + 0,73
_ 1,25x10°  58,12+2,23 o 937,11  46,75%6,50
Morina 1,7-dihidroxixantona
832,99 76,29 £ 3,36 624,74 29,77 £4,04
555,32 73,91 £1,65 416,49 36,79 £ 3,21
5-Fluoracil  1,25x10° 25,61+ 5,83
. m. £ d.p. (média £ desvio padréo).
Tabela 10 - Valores da inibigdo da proliferagédo celular (valores em %).
Teste de citotoxicidade - 48 horas

Substéancias Hg/mL m. £ d.p. Substéancias Hg/mL m. *d.p.
78,13 83,31 +£4,00 2,00x1 0* 14,66 + 5,96
58,59 35,20 £ 3,15 . 1,50x1 0* 78,34 £ 6,30

I. Subnuda R. dolabripetala i
39,06 16,97 £ 1,65 1,00x10 91,99 £ 0,94
26,04 13,11 + 1,51 6,67x103 89,04 + 3,21
1,67x10° 71,84 + 5,68 1,25x10° 77,81 +9,97
. 1,25x103 84,87 + 3,06 o . 937,11 71,80 £ 6,11
Morina 1,7-dihidroxixantona
832,99 75,67 £5,00 624,74 60,34 £ 2,08
555,32 83,01 £ 5,11 416,49 61,99 +0,78
5-Fluoracil  1,25x10° 55,09 + 3,13

.m. * d.p. (média + desvio padrao).



Tabela 11 - Valores da inibigdo da proliferagao celular (valores em %).

Teste de citotoxicidade - 72 horas

Substéancias Hg/mL m. *d.p. Substéancias Hg/mL m. + d.p.
78,13 89,94 + 1,41 2,00x10* 75,54 + 3,94
58,59 92,10 £ 0,50 . 1,50x10* 83,43+ 3,20
I. Subnuda R. dolabripetala 7
39,06 57,88 £ 5,28 1,00x10° 87,88 + 4,03
26,04 49,73 £ 4,52 6,67x10° 84,23 + 6,44
1,67x103 98,48 + 0,71 1,25x1 0® 95,78 + 0,67
. 1,25x103 98,90 £ 0,35 - ) 937,11 95,51 £ 0,34
Morina 1,7-dihidroxixantona
832,99 62,76 £ 5,51 624,74 95,41 0,14
555,32 76,53 + 2,61 416,49 92,91+ 1,48
5-Fluoracil ~ 1,25x10° 91,50 + 3,06

. m. £ d.p. (média £ desvio padréo).

5.5.3 Determinacao das concentragcées com maior eficacia

Essa etapa foi estabelecida de acordo com os resultados das tabelas 9 — 11. Para
cada substancia foi selecionada a menor concentragao testada que apresentou a maior
atividade citotoxica nos trés tempos. Os dados foram analisados estatisticamente em

relacdo ao farmaco controle em cada periodo e apresentados na tabela 12 e na figura

22.

Tabela 12 — Valores das concentragdes com maior eficacia em 24, 48 e 72 horas (valores em %; média + desvio padrdo)

Teste de concentragoes

Tempo . Subnuda R. dolabripetala Morina 1,7-dihidroxixantona
Concentragao 4 3 3
78,13 1,00x10 1,25x10 1,25x10
(ug/mL)
24 horas 82,69 + 4 49,27 + 5,69 58,12 + 2,232 60,76 + 0,732
48 horas 83,31 £ 4° 91,99 + 0,94"° 84,87 + 3,06 77,81 + 9,974
72 horas 89,94 +1,41° 87,88 +4,03° 98,9 + 0,35 95,78 + 0,67

. Valores em média + desvio padrao.
. Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)

O extrato de I. Subnuda desempenhou melhor atividade em relagdo aos seus
pares, em 24 e 48 horas, sendo que no primeiro periodo foi significativamente maior

que o controle. Ja o extrato de R. dolabripetala desempenhou melhor atividade em



relacdo as outras substancias testadas no periodo de 48 horas, promovendo efeito

significativamente maior que o controle.

- I. Subnuda
< Teste de concentragées B 75813 pgimL)
5 100+ « o
S * * ok x = R. dolabripetala
2 i NE1 mBallg = I
8 so- (1,00x10% pg/mL)
(@]
é god ]« 2 2 = Morina
3 g (1,25x10° pg/mL)
J 2
g 40 é = Di-OH-xantona
. g (1,25x10° pg/mL)
o Z
S, % 5-Fluoraci
__9 O T T T 4 3
£ 24 48 72 (1,25x10° pg/mL)

Tempo (horas)

Figura 22 — Grafico das concentragdes com maior eficacia em 24, 48 e 72 horas. (*) diferenga estatistica em relagdo ao grupo
controle positivo pelo teste de Dunnett (a = 5%).

A morina exerceu melhor atividade em relagdo aos seus pares no periodo de 72
horas, ocasionando, inclusive, atividade citotdxica significativamente maior que o
controle nesse periodo. Ja a 1,7-dihidroxixantona apresentou melhor desempenho no
periodo de 24 horas, exercendo atividade citotéxica significativamente maior que o
controle nesse periodo.

As figuras 23 — 25 mostram o tapete celular do grupo controle negativo (sem
tratamento) e dos que receberam extratos de /. subnuda e R dolabripetala.



Figura 23 - Fotografia de cultivo celular da linhagem B16-F10, sem tratamento (objetiva de 10x). Observar o tapete celular aderido

uniformemente e a boa defini¢do entre as células.
Microscopio invertido Olympus® IX70.

Figura 24 — Fotografia de cultivo celular da linhagem B16-
F10, tratadas por 24 horas com extrato de Inga subnuda
(objetiva de 20x). Observar que o tapete celular ndo esta
aderido uniformemente. As setas apontam células mortas.
Microscopio invertido Olympus® IX70.

Figura 25 — Fotografia de cultivo celular da linhagem B16-
F10, tratadas por 24 horas com extrato de Rollinia
dolabripetala (objetiva de 20x). Observar que a delimitagéo
entre as células comegam a perder definicdo. As setas
apresentam células mortas.

Microscopio invertido Olympus® IX70.



6 Discussao

6.1 Ensaio fitoquimico preliminar

Pelo ensaio fitoquimico preliminar do extrato de Inga subnuda, identificou-se
presengca de fendis, taninos, flavanona, flavanondis antocianinas e antocianidinas,
saponinas e antraquinonas (tabela 2). Grande parte desses achados estdo em acordo
com os resultados de SOUZA et al, 2007. J&4 o teste com extrato de Rollinia
dolabripetala demonstrou presenca de flavondis, taninos e xantonas. Esses resultados
estdo muito abaixo do numero de compostos isolados por BRITO et al., (2008) em suas
pesquisas, considerando que a planta utilizada pelo pesquisador em questao era de
diferente espéciem nas da mesma familia da planta do nosso estudo. A resposta para
essa pergunta pode estar no tipo de solvente usado na extragdo e/ou no fato de existir
pouco ou nenhum estudo dessa planta nessa area. BRITO et al. (2008) desenvolveram
seu trabalho com folhas de Annona squamosa que, apesar de ser da mesma familia da
Rollinia dolabripetala (Anonaceae), ndo expressa condigao suficiente para inferir que os
padrées fitoquimicos sejam similares. Tanto o extrato de R. dolabripetala quanto o de /.
subnuda apresentaram compostos fendlicos. Entretanto, pelas técnicas utilizadas no
presente estudo ndo é possivel elucidar a quantidade ou mesmo estrutura dessa classe
de metabdlitos. A presenca desse metabdlito no extrato de /. subnuda pode ajudar a
entender o bom o resultado antiproliferativo que esse extrato teve. Entretanto, como a
maior parte dos resultados anticarcinogénicos das antraquinonas estao relacionados a
outros tipos de cancer diferentes do melanoma, ndo é possivel chegar a uma
conclusado. Entretanto o fracionamento do extrato e reavaliagdo da citotoxidade em
cada uma das fragbes podera ajudar a esclarecer essa questdo. A presencga desse
metabdlito nos dois extratos pode ajudar a explicar a agao bactericida em pelo menos
uma cepa bacteriana (figura 12). Entretanto, uso de extratos brutos em ensaios
antibacterianos tende a nao apresentar bons resultados devido a interagdo da
variedade de metabdlitos presentes. Da mesma forma, como algumas classes de

taninos tiveram desempenho favoravel no combate ao melanoma, possivelmente a



acgao citotoxica dos extratos sobre as células B16F10 pode também estar relacionado a
esses metabalitos.

Devido ao fato de a naringina e a morina terem desempenhado alguma atividade
citotoxica sobre as células B16F10, isso esta de acordo com muitos achados da
literatura que indicam que essa classe de metabdlitos secundarios ndo age unicamente
como agente quimiopreventivo (WILLIAMS et al., 2004; LEE et al., 2011; SMALLEY,
2010; FECHER et al., 2008; MANDALA & VOIT, 2013). Assim, a presenca desses
metabdlitos secundarios nos dois extratos possivelmente corrobora com os resultados
citotoxicos nas células de melanoma murino. Entretanto, o fato de o extrato de /.
sbnuda ter maior variedade de flavondides que o de R. dolabripetala poderia ajudar a
explicar sua maior agao antioxidante (tabelas 3 e 4) e, eventualmente, bactericida
(tabela 5) que seu par.

Outro achado importante pelo teste fitoquimico preliminar foi a presenca de
saponinas. Recentes estudos tém indicado a importante acdo citotoxica que essa
classe de metabdlitos tem principalmente relacionada ao cancer humano ou modelos
murinos, como os testes in vitro com B16F10. Testes com esse metabdlito tém
mostrado sua agdo antiangiogénica em tecidos tumorais através da inibicdo de VEGF
(fator de crescimento endotelial vascular) e redugdo na produgdo de o6xido nitrico
(HARIDAS et al., 2009, TUNDIS et al., 2009). Tais resultados sdo promissores para
quadros clinicos de canceres muito agressivos e com altas taxas de metastase. Assim
como observado em flavondides, a literatura indica que muitas saponinas também sao
importantes na ativagdo das caspases 3 e 9 e ativagcdo da cascata das proteinas
MAPK, resultando em apoptose (PODOLAK et al., 2010). Assim como a estrutura dos
flavondides, a estrutura das saponinas também esta relacionada a sua bioatividade, o
que reforca a importancia de uma caracterizacdo da estrutura desse composto
(PODOLAK et al., 2010).

As xantonas sao conhecidas por suas propriedades antimicrobianas,
principalmente contra S. aureus resistente a meticilina (DHARMARATNE et al., 1999;
SIMOES et al., 2002; KIJOA e.t al., 2000). Isso poderia explicar, em parte, a atividade
do extrato de Rollinia dolabripetala sobre cepas de S. aureus no teste de difusdo em

agar. Entretanto, é importante considerar que o halo de inibi¢do apresentou o tamanho
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minimo proposto pela técnica para ser considerado efetivo e sua agao se restringiu a
apenas uma das trés cepas utilizadas. O fato de, no presente estudo ter, sido utilizado o
extrato bruto ao invés de uma fracédo, poderia explicar esse resultado, em decorréncia
da interagao entre os compostos presentes. Outro ponto importante € que as maiores
partes das xantonas naturais sdo do tipo simples e as que geralmente desempenham
alguma atividade biologica tendem a apresentar radicais como metil, hidroxil e prenil
(SOOBRATTEE et al. 2005, ; SATO et al., 1992).

E sabido que as xantonas provenientes de espécies de plantas sdo
majoritariamente xantonas simples seguido pelas que apresentam pelo menos um
atomo de oxigénio, que pertence a um grupo hidroxila, metoxila ou ambos, ligado
diretamente no anel. Pela correlagdo dos resultados apresentados nas tabelas 2 e 3
supbe-se que a xantona presente no extrato de Rollinia dolabripetala possivelmente
ndao apresenta grupo hidroxil. Caso contrario exerceria melhor atividade nos testes
antioxidantes. Assim, existe grande possibilidade de o efeito antitumoral desse extrato
estar correlacionado a algum tipo de acetogenina. Entretanto, o teste fitoquimico aqui
proposto ndo apresenta nenhuma sensibilidade na identificacdo desse composto. Em
acréscimo, as informagdes sobre essa espécie de anonacea séo vagas, inconclusivas e
majoritariamente baseadas no conhecimento popular. Assim, baseado na familia a qual

essa arvore pertence, podemos apenas supor a sua presenca.

6.2 Atividade antioxidante

6.2.1 Método do DPPH

A tabela 3 expressa os resultados da atividade antioxidante pelo método do
DPPH. O extrato de I. subnuda (67,93%) apresentou atividade antioxidante superior a
trés vezes o potencial antioxidante que o extrato de R. dolabripetala (22,82%) e quase o
dobro do controle utilizado (36,70%). Essa caracteristica pode ter relagdo com a maior
variedade de metabdlitos secundarios (em especial os flavondides) encontrados na

amostra vegetal de [ subnuda, em relagdo aos encontrados na amostra de R.



dolabripetala. Como os flavondides apresentam a classica capacidade de doar ion
hidrogénio, uma maior quantidade de doadores presentes na solugdo promoveria uma
maior oxidagao do DPPH (agente oxidante). A escolha do Gingko biloba como controle
€ devido ao seu potencial antioxidante popularmente difundido e, por isso, tem sido
apresentado em muitos trabalhos que aborda farmacognosia, como um padréao

antioxidativo.
6.2.2 Método da peroxidagao lipidica

A analise do estresse oxidativo por peroxidagdo lipidica se baseia na
determinacao de malondialdeido (MDA) devido a sua reagdo com o acido tiobarbiturico

(TBA), gerando uma coloragdo que pode ser detectada em espectrofotometro (figura

26).
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Figura 26 — Reacéo de formacéo do complexo MDA — TBA (PEIXE, 2010).

Também nessa técnica o extrato de /. subnuda teve desempenho superior ao
Gingko biloba. Entretanto, foi inferior ao padrdo sintético, também utilizado como
controle. Esses dados indicam que em uma condigdo de estresse oxidativo in vivo (ex.:
excesso de radicais livres por difusdo tecidual em caso de patologias como o cancer), o
extrato de Inga subnuda poderia ter um desempenho até melhor que o fitoterapico
Gingko biloba. O estresse oxidativo tem efeito diverso na via de sinalizacéo celular,
particularmente na cascata da MAP quinase. Mudanga nas condi¢gdes do redox celular
pode resultar na ativacdo de sinalizagao favoravel a apoptose. Em adigcdo, o estresse
oxidativo pode afetar a mitocéndria por influenciar a transicdo do poro mitocondrial
(mPT) e/lou promover a liberagao do citocromo C que sdo eventos desencadeantes do

processo apoptético.



Entretanto, quatro fatores importantes devem ser considerados nesse teste: a
influéncia das condicbes da reagcao e dos reagentes na resposta ao TBA; a nao
especificidade do TBA para a reagao com o MDA; a ndo exclusividade do MDA como
produto final da lipoperoxidagdo; a impossibilidade de se distinguir o complexo
MDA:TBA dos outros produtos reativos ao TBA por espectrofotometria (JANERO, 1990;
BENZIE, 1996). Assim, € de imensa importancia que testes complementares sejam
feitos principalmente com o fracionamento de ambos os extratos para uma melhor

conclusao sobre a atividade antioxidante.

6.3 Atividade antibacteriana

6.3.1 Teste de difusao em agar

O teste de difusdo em agar (tabela 5) indicou uma nitida acdo bactericida do
extrato de Inga subnuda. Possivelmente, esse resultado € devido a presencga de tanino,
antraquinona e flavondides encontrados nesse extrato.

Como o extrato de Rollinia dolabripetala apresentou o diametro minimo do halo de
inibicdo no teste de difusdo em agar, existe a possibilidade dos tipos de xantona e
presentes nesse extrato ndo serem os mais eficazes contra agentes microbianos. E
importante também ressaltar que a agao desse extrato se restringiu a apenas a cepa de

S. aureus utilizada.

6.3.2 Teste da concentragao inibitéria minima

A concentragdo inibitéria minima encontrada para o extrato de Inga subnuda pela
metodologia proposta foi de 0,50 mg/mL (figura 13). Esse valor foi cerca de 1.000 vezes
maior que o MIC encontrado por KOKJOHN et al. (2003) para o ciclopirox amina,
farmaco utilizado como controle positivo na técnica de difusdo em agar. Ao analisar o
resultado do teste de difusdo em agar, esperava-se que a diferenga entre os valores de

MIC fosse menor. Nesse caso, devem ser considerados a intensa turbidez e a forte
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coloragdo que as solugbes de Iga subnuda apresentam, dificultando, assim, uma
identificacdo mais precisa do seu MIC por essa metodologia. Outra possibilidade é a
propria diferenga metodoldgica entre a utilizada no presente trabalho e a utilizada por
KOKJOHN et al. (2003).

6.4 Atividade citotoxica

6.4.1 Inga subnuda

Analisando os resultados apresentados na tabela 12, verifica-se que o extrato de
Inga subnuda (89,94% + 1,41), apesar de ser um extrato bruto, apresentou atividade
citotoxica com desempenho muito préximo ao controle 5-FU (91,50% £ 3,06), mesmo
em 72 horas de tratamento. A literatura ndo indica uma classe especifica de metabdlito
isolada dessa planta, que tenha atividade antitumoral. Entretanto, a presenca de grande
variedade de flavondides, bem como o indicativo de antraquinona taninos e saponinas
poderia explicar o desempenho que esse extrato teve como agente bactericida (tabela

5) e anticarcinogénico, nos trés periodos de tratamento (tabelas 9 — 11).

6.4.2 Rollinia dolabripetala

A atividade citotoxica do extrato de Rollinia doalbiripetala pode ser associada a
presenca de tanino ou mesmo acetogeninas. Como apresentado no item 5.2, a
presengca de xantonas com radical hidroxil possivelmente teria permitido um
desempenho maior no teste do DPPH, gerando, assim, duvidas sobre o tipo presente
no extrato. Como é essa mesma variagao no anel aromatico da estrutura das xantonas
que promove uma acdo mais eficaz no combate a células tumorais, duvidas sao
formadas sobre sua real agao citotoxica. Todavia, nada pode ser concluido sem um
estudo da estrutura molecular desse composto polifendlico. Apesar de todas as
evidéncias que apontam a acetogenina como principal agente citotoxico a células

tumorais nesse extrato, o presente estudo ndo pode promover essa conclusdo. As
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técnicas utilizadas ndo sdo adequadas para esse propoésito, bem como o tipo de extrato
nao permite essa analise. Entretanto, os resultados desse estudo tém grande
importancia, uma vez que esse extrato promoveu a maior agao citotoxica sobre células

tumorais de melanoma murino no tempo de 48 horas (figura 22).

6.4.3 1,7-dihidroxixantona

A 1,7-dihidroxixantona (figura 27) desempenhou relevante papel citotéxico quando
testada na linhagem de melanoma murino, apesar de ter atingido o menor patamar
entre as substancias testadas. A presencga de grupos OH, bem como sua disposi¢ao na
molécula é uma possivel resposta para esse achado. Segundo SANTOS et al. (2011),
grupos hidroxil nas posicbes meta e para, em qualquer um dos dois anéis fenil,
conferem aumento na reatividade antioxidante das xantonas. Assim, a posicao e/ou
namero de grupos OH na estrutura sdo condicbes determinantes para uma maior
eficacia desse metabdlito, seja como antioxidante, bactericida ou mesmo agente
citotoxico em células tumorais.

Apesar de, dentre as substancias testadas, esta ter sido a de da menor acao
citotoxica (figura 22), nossos resultados estdo de acordo com a literadutra. PEDRO et
al. (2002), em sua pesquisa, testaram varias xantonas oxigenadas em comparagéo a
xantona nao oxigenda. Como resultado, a xantona n&o oxigenada teve resultado menos
significativo em relacdo a 1,7-dihidroxixantona. Entretanto, esta variedade de xantona

oxigenada néo teve, também, boa citotoxicidade contra células tumorais.

O OH
HO

O

Figura 27 - Esquema representando a estrutura da 1,7-dihidroxixantona (XIAO et al., 2008).
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6.4.4 Morina

A morina € um flavondide com conhecida agao anticarcinogénica. Possivelmente a
acao moduladora da atividade de algumas enzimas metabdlicas incluindo o citocromo
P450 seja a de maior valor para o presente estudo. Como se trata de uma linhagem de
células transformadas, a agao quimiopreventiva associada a esse flavondide nao
promoveria uma resposta como a observada na figura 22. Entretanto, a concentragao
minima necessaria para se promover um efeito citotoxico pde em xeque a viabilidade
desse composto em modelos de tratamento in vivo para essa patologia. Segundo
MITSCHER et al. (1972), um composto puro que ndo apresente atividade biologica até
a concentragao de 100ug/mL, dificimente sera empregado para uso clinico, devido a

grande concentragcdo necessaria para que ele exerga sua atividade bioldgica.

6.4.5 5-Fluoracil

Os agentes quimioterapicos utilizados no tratamento do cancer sao originalmente
sintéticos, semi-sintéticos ou naturais, sendo divididos em cinco classes diferentes,
agentes alquilantes, antimetabdlitos, produtos naturais, agentes diversos e horménios e
antagonistas (GILMAN et al., 2005).

O 5-FU é um importante antitumoral da classe dos antimetabdlitos, utilizado em
pacientes em tratamento quimioterapico. Apesar de sua acao em modelo celular de
melanoma murino, ele ndo é o mais indicado para o tratamento do melanoma, e sim de
outros canceres, como 0 carcinoma espinocelular de cabecga e pescogo. Isso explica o
motivo de seu maior efeito citotoxico ndo ter atingido 100%, mesmo tendo
concentragcdes cerca de cinco mil vezes maiores que seu |Gsg como as consideradas
mais efetivas.

Como ja mencionado anteriormente, o parametro de atividade, considera-se como
potente atividade antineoplasica os compostos que apresentarem Glsg < 30 pg/mL. Tal
informacéo ressalta o papel do farmaco em questao como agente antitumoral. Por outro
lado, também refor¢ca a possibilidade de novos estudos com o extrato de . Subnuda,

em decorréncia da sua atividade citotoxica comparada a este farmaco. Os agentes
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quimioterapicos que tém sido amplamente utilizados no tratamento do melanoma
metastatico sdo agentes alquilantes (dacarbazina), analogos da platina, nitrosouréias
(fotemustina) e toxinas tubulares (vinblastina) (LOTZE et al., 2001). Assim, esses

farmacos seriam mais adequados para serem usados como controle.
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7 CONCLUSOES

A atividade antioxidante, observada na concentracado 5,0 ug/mL pelo método de
DPPH, foi de 67,93% em I. subnuda e de 22,82% em R. dolabripetala. Ja pelo
método de lipoperoxidagao, em /. subnuda, 34,28%, e R. dolabripetala, 24,78%.
Nos dois casos, o extrato de /. subnuda apresentou atividade antioxidante
estatisticamente maior (p < 0,05) que os extratos de Gingko biloba (controle) eo

de R. dolabripetala;

O extrato de I. subnuda possui atividade bactericida contra as cepas bacterianas
S. aureus ATCC 29213, S. aureus 4075, S. bovis 01 . Ja o extrato de R.
dolabripetala possui atividade apenas contra S. aureus ATCC 29213. A
concentrag&o inibitoéria minia em cultivo de S. aureus ATCC 29213, para o

extrato de I. subnuda, foi de 0,50 mg/mL;

A menor concentragdo letal minima, Glsy, das substancias testadas foi
desempenhada pela 1,7-dihidroxixantona. Entretanto, os melhores resultados
nos tempos de tratamento (24, 48 e 72 horas) foi promovido pelo extrato de I.

subnuda, principalmente no periodo de 24 horas (78,13 ug/mL);

Os achados do presente estudo sugerem uma promissora possibilidade do uso
do extrato de /. subnuda em formulagdes para tratamento in vivo do cancer e em
formulagdes tépicas que tenham, entre outros intuitos, agcdes anti-sépticas.Este
modelo de projeto n&o permite conclusdes detalhadas sobre qual tipo metabdlito
presente nos de extratos de /. subnuda e R. dolabripetala sao mais ativos para
cada um dos testes realizados. Dessa forma, estudos posteriores envolvendo
fracionamento do extrato e uso de técnicas como cromatografia em camana
delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ajudardo a
esclarecer alguns pontos relacionados as promissoras atividades bioldgicas dos

extratos.
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