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As espécies vegetais movimentam de maneira relevante a economia em todo o
mundo, e representam a forma de tratamento mais acessivel para uma parcela
significativa da populacdo. Entretanto, sdo necessarios estudos para elucidar as
propriedades quimicas, farmacoldgicas e toxicolégicas a fim de garantir a eficacia e
seguranca das plantas medicinais. Diante disso, 0 objetivo do presente estudo foi
avaliar o perfil fitoquimico e o potencial farmacoldgico de plantas frutiferas silvestres
selecionadas da flora catarinense por meio de andlise fitoquimica e estudos pré-
clinicos in vitro e in vivo. Foram selecionados 14 plantas frutiferas para triagem de
estudos quimicos e farmacoldgicos, pertencendo as familias Araceae, Cactaceae,
Fabaceae, Menispermaceae, Moraceae, Myrtaceae, Rosaceae e Solanaceae. As
plantas frutiferas foram maceradas em metanol por sete dias, posteriormente
evaporado o solvente e realizado o calculo de rendimento do extrato bruto
metanolico (EMB). Os extratos foram inicialmente analisados por meio de
cromatografia em camada delgada (CCD) a fim de estabelecer o perfil fitoquimico
das diferentes partes das plantas frutiferas. Nos testes farmacolégicos in vivo foram
avaliados o potencial antinociceptivo no modelo de dor induzida por acido acético e
por formalina, e o efeito gastroprotetor pelo modelo de inducdo de Ulcera aguda por
etanol/HCI e por indometacina. Para os testes in vitro, foram avaliadas a atividade
antimicrobiana através do método de diluicdo em &gar para a determinacdo da
concentracédo inibitéria minima (CIM) e avaliacdo da atividade antiproliferativa em 4
linhagens de células neoplasicas humanas: U251 (glioma), MCF-7 (mama), 786-0
(rim), NCI-H460 (pulmé&o, tipo ndo pequenas células). Com base nos resultados
obtidos da analise fitoquimica preliminar, o EMB dos frutos inteiros de
Campomanesia reitziana, das folhas de Myrcianthes pungens e das cascas de Plinia
edulis mostraram melhor perfil fitoquimico, e foram selecionadas para o isolamento e
identificacdo de compostos. A partir dos resultados obtidos na triagem farmacologica
0 presente estudo apresentou resultados expressivos para as diferentes plantas
frutiferas selecionadas, com destaque para: Oputia ficus-indica, M. pungens e P.
edulis na atividade antinociceptiva; Eugenia brasiliensis, Marlierea tomentosa, M.
pungens e P. edulis para atividade antimicrobiana; com excec¢éo do fruto inteiro de
M. pungens no ensaio de Ulcera gastrica aguda induzida por etanol, todas as demais
plantas frutiferas silvestres apresentaram atividade gastroprotetora nos dois modelos
utilizados. Abuta selloana e E. brasiliensis apresentaram resultados promissores
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para a atividade antiproliferativa contra as células cancerigenas avaliadas. Ja os
demais frutos ndo demonstraram atividade antiproliferativasignificativa. A analise
fitoquimica permitiu evidenciar o isolamento da chalcona 4’,6’-dihidroxi-3’,5’-dimetil-
2’-metoxi ou dimetil cardamonin, na C. reitziana; dos triperpenos a-amirina e -
amirina e dos flavonoides rutina, quercetina e quercitrina, nas folhas de M. pungens
e dos terpenos éacido maslinico e acido ursolico nas cascas de P. edulis. Os
compostos isolados mostraram-se bastante promissores quanto a atividade
analgésica, em especial o dimetil cardamonin e acido maslinico que foram cerca de
16 e 19 vezes mais ativos, respectivamente, que os farmacos de referéncia, acido
acetilsalicilico e parcacetamol. Os resultados obtidos até o presente momento sédo
promissores sob o ponto de vista quimico e medicinal, e estimulam a continuidade
destes estudos para a constante busca de espécies vegetais e compostos com
potencial atividade farmacoldgica, visando a descoberta de novos e eficazes
agentes terapéuticos.

Palavras-chave: Planta frutifera. Composicdo quimica. Atividade Bioldgica.
Potencial Terapéutico.
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Plant species have significant economic value worldwide, and represent the most
accessible form of treatment for a significant portion of the population. However,
studies are necessary to elucidate the chemical, pharmacological and toxicological
properties of medicinal plants, in order to ensure their effectiveness and safety. The
aim of this study was to evaluate the phytochemical profile and pharmacological
potential of selected wild fruit plants of the Santa Catarina flora, through
phytochemical analysis and in vitro and in vivo preclinical studies. Fourteen fruit
plants were selected for chemical and pharmacological screening, belonging to
families Araceae, Cactaceae, Fabaceae, Menispermaceae, Moraceae, Myrtaceae,
Rosaceae, and Solanaceae. The fruits plants were macerated in methanol for seven
days, then the solvent was evaporated and the yield of crude methanol extract (CME)
was calculated. The extracts were first analyzed by thin layer chromatography (TLC)
to establish the phytochemical profile of different parts of the fruit. In the
pharmacological tests in vivo, the antinociceptive potential was evaluated in the
acetic acid-induced pain model, and the gastroprotective effect by the model of
induction of acute ulcer ethanol/HCI and indomethacin in mice. For the in vitro tests,
the antimicrobial activity was evaluated using the agar dilution method to determine
the minimum inhibitory concentration (MIC), and the antiproliferative activity was
evaluated on four human tumor cells lines: U251 (glioma), MCF-7 (breast), 786-0
(kidney), and NCI-H460 (lung, non-small cell type). Based on the results of the
preliminary phytochemical analyses, the CME of the whole fruit of Campomanesia
reitziana, the leaves of Myrcianthes pungens and the bark of Plinia edulis showed
better phytochemical profile, and were selected for the isolation and identification of
compounds. Based the results obtained in the pharmacological screening, this study
showed significant results for the different selected wild fruit plants, especially: Oputia
ficus-indica, M. pungens and P. edulis in antinociceptive activity; Eugenia
brasiliensis, Marlierea tomentosa, M. pungens and P. edulis for antimicrobial activity;
all the wild fruits showed gastroprotective activity in the two models used, except for
E. brasiliensis seeds. Abuta selloana and E. brasiliensis, which showed promising
results for the antiproliferative activity against the cancer cell lines evaluated. The
other fruits did not show significant antiproliferative activity. The phytochemical
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analysis highlighted the isolation of the compound 4’,6’-dihidroxi-3’,5’-dimethyl-2’-
methoxy chalcone or dimethyl cardamonin in C. reitziana; the triterpenes a-amyrin
and B-amyrin; the flavonoids rutin, quercetin and quercitrin in the leaves of M.
pungens; and the terpenes maslinic and ursolic acid in the bark of P. edulis. The
isolated compounds were very promising regarding the analgesic activity, particularly
dimethyl cardamonin and maslinic acid, which were about 16 and 19 times more
active, respectively, than the reference drugs aspirin and parcacetamol. The results
to date are promising from a chemical and medical point of view, and encourage the
continuation of these studies in the continual search for plants and compounds with
potential pharmacological activity, in order to discover new and effective therapeutic
agents.

Keywords: Fruit plants. Chemical composition. Biological activity. Therapeutic
Potential.
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1 INTRODUCAO

A utlizagdo de plantas medicinais € uma das mais antigas estratégias
empregadas para o tratamento de diversas doencas, de tal maneira que até o inicio
do século XIX a maioria dos medicamentos utilizados pelo homem era basicamente
de origem natural (BURCI, 2011). O emprego de plantas com o propoésito de
recuperar ou manter a saude é uma pratica que se confunde com a prépria historia
da humanidade (VARELA; AZEVEDO, 2013; ROCHA et al., 2015).

As espécies vegetais movimentam de maneira relevante a econémia em todo
o mundo e representam o tratamento mais acessivel para cerca de 80% da
populacdo, principalmente entre os paises em desenvolvimento. Entretanto, ainda
ha pouco conhecimento sobre propriedades quimicas, farmacoldgicas e
toxicoldgicas a fim de assegurar a eficacia e seguranca das plantas conhecidas
como medicinais (SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010; CARNEIRO et al.,
2014).

O Brasil é detentor de rica biodiversidade, possuindo de 15% a 20% do
namero total de espécies vegetais, distribuidas em biomas tais como: Amazénia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal. Na Regido Sul do Brasil, o
uso dos recursos vegetais nativos foi influenciado pelos imigrantes europeus, tendo
papel importante na introducao e disseminacdo de cultivos comuns nos seus paises
de origem. Estdo fortemente associados as comunidades locais, sobretudo em
pequenas propriedades agricolas, especialmente no que se refere ao consumo
esporadico de frutos e 0 uso de plantas para fins medicinais (CORADIN; SIMINSKI,
REIS, 2011; LEITE et al., 2015).

Levando-se em consideracdo a diversidade biolégica dos biomas brasileiros,
a matéria-prima vegetal € uma alternativa para a descoberta de novas moléculas
gerando novos conhecimentos e inovacdo tecnoldgica, pois alguns compostos
podem revelar-se como potenciais farmacos utilizados para o tratamento de diversas
doencas (TEIXEIRA et al., 2012).

O reconhecimento global da nutricdo e o0 aumento do consumo de alimentos
de origem vegetal para a manutencédo da saude e prevencdo de doencas crbnicas
despertou interesse pelos seus compostos fisiologicamente ativos. Capazes de

promover a saude além dos beneficios nutricionais esses componentes sao referidos
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como fitoquimicos, fitonutrientes, nutracéuticos ou ingredientes funcionais e incluem
diferentes identidades quimicas, atividades bioldgicas e mecanismos de a¢édo (RAO,
2012; BAPTISTA et al., 2013).

De fato, estudos evidenciam que as plantas apresentam inumeras
possibilidades farmacolégicas. Consequentemente, a busca por terapias menos
agressivas e seguras em relacdo aos efeitos colaterais e adversos apresentados
pelos medicamentos sintéticos, enfoca a atencdo para os produtos naturais. Dessa
forma, no intuito de racionalizar o consumo de medicamentos no pais, ha muitos
anos vem se incentivando o uso de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos
na saude publica (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009; CANTARELLI, 2012).

Sabe-se que a natureza oferece uma fonte inesgotavel de estruturas quimicas
a serem descobertas e como consequéncia, ha uma grande possibilidade de
desenvolvimento de alternativas terapéuticas para o tratamento de doencas que
ainda ndo apresentam cura ou um tratamento efetivamente adequado, justificando o
grande interesse farmacologico nas pesquisas que envolvem plantas medicinais
(BURCI, 2011). As plantas frutiferas silvestrestém despertado a atencdo dealguns
pesquisadores em relato dos componentes bioativos exploraveis que eles contém
(SHATHISH; GURUVAYOORAPPAN, 2014).

Portanto, serd de grande relevancia para a comunidade cientifica conhecer o
potencial quimico e farmacoldgico de 14 plantas frutiferas silvestres selecionadas da
flora catarinense, pois algumas ja sdo domesticadas e cultivadas, outras ainda se
encontram na forma extrativista, no entanto, todos apresentam algum potencial de

uso a ser pesquisado para a saude.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil fitoquimico e o potencial farmacoldgico das plantas frutiferas
silvestres de 14 espécies selecionadas da flora catarinense por meio de analise

fitoquimica e estudos pré-clinicos in vitro e in vivo.

2.2 Objetivos especificos

= Obter o extrato metandlico das diferentes partes das plantas frutiferas

silvestres e analisar o perfil fitoquimico por métodos cromatograficos usuais;

» Realizar triagem do potencial antinociceptivo dos extratos das plantas
frutiferas silvestres através do modelo de dor induzida pelo acido acético (AA)

em camundongos;

» Realizar triagem da atividade gastroprotetora dos extratos das plantas
frutiferas silvestres através dos modelos de inducdo de Ulcera aguda induzida
por etanol/HCI e por anti-inflamatério ndo-esteroidal (AINE) em camundongos;

» Realizar triagem do potencial antimicrobiano dos extratos das plantas
frutiferas silvestres através da determinacdo da concentracdo inibitéria
minima (CIM);

» Realizar triagem do potencial antriproliferativo dos extratos das plantas
frutiferas silvestres através de ensaios in vitro, utilizando cultura de células

neoplasicas;

= |[solar e identificar os principios ativos das plantas frutiferas com melhor perfil
fitoquimico e atividade biolégica: Campomanesia reitziana, Myrcianthes

pungens e Plinia edulis.

= Analisar os resultados dos compostos isolados de Campomanesia reitziana,
Myrcianthes pungens e Plinia edulis quanto a possivel atividade

antinociceptiva, em distintos modelos de dor em camundongos.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Plantas com potencial terapéutico

Nos ultimos anos tem-se verificado um grande avanco cientifico envolvendo
os estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais que visam obter novos
compostos com propriedades terapéuticas, especialmente em processos dolorosos
(ZAREBA, 2009), inflamatorios (SULTANA; SAIFY, 2012), ulcerativas/gastricas
(KLEIN-JUNIOR et al., 2012) e neoplasicas (KHAZIR et al., 2014).

O estudo de produtos naturais, tendo como base 0s conhecimentos
ancestrais da medicina tradicional, constitui uma importante ferramenta tanto na
procura de novos farmacos como na validacdo cientifica das praticas populares,
para que se possa conhecer o real potencial terapéutico dos produtos naturais e
suas funcdes (TEIXEIRA et al., 2012; ROCHA et al., 2015).

Outro aspecto a ser ressaltado € a quantidade de plantas existentes no
planeta. O Brasil detém a maior diversidade genética vegetal do mundo, contando
com aproximadamente 55 mil espécies catalogadas e ampla tradicdo do uso das
plantas medicinais pelo conhecimento popular. Ainda que a riqueza da flora
brasileira seja vasta, nos Ultimos vinte anos as pesquisas sobre plantas medicinais
tem crescido apenas 8% anualmente (CARNEIRO et al., 2014).

Acredita-se que cerca de 80% da populacdo mundial utilize as espécies
vegetais como primeiro recurso terapéutico devido aos excelentes resultados
farmacoldgicos e, em alguns casos, menores efeitos adversos. Outro fator que
contribui para o uso € o custo, muitas vezes inferior ao dos medicamentos sintéticos
(ALBUQUERQUE, 2014). A utilizacdo desses recursos vegetais na medicina
tradicional configura uma relacdo de saldos consideraveis a saude publica (ALVES;
ROSA; SANTANA, 2007; VARELA; AZEVEDO, 2013).

As plantas medicinais desempenham um importante papel na medicina
moderna. Primeiramente, porgue podem fornecer farmacos extremamente
importantes, os quais dificilmente seriam obtidos via sintese quimica. Em segundo
lugar, as espécies vegetais fornecem compostos que podem ser modificados,
tornando-os mais eficazes e/ou com menos efeitos adversos. Em terceiro lugar, os

produtos naturais podem ser utilizados como protoétipos para obtencdo de farmacos
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com atividades terapéuticas semelhantes a dos compostos originais (TUROLLA,
NASCIMENTO, 2006; LAURA, 2009).

Diversos estudos ao longo dos anos permitiram fazer uma associacdo entre
diferentes espécies medicinais e suas respectivas atividades bioldgicas a partir da
etnofarmacologia e investigacdo experimental. Tais estudos, apoiados
principalmente nos conhecimentos de boténica, quimica, bioquimica e farmacologia,
contribuiram amplamente para a descoberta de substancias bioativas em produtos
naturais (OLIVEIRA et al., 2011a; CARNEIRO et al., 2014).

Entre as plantas medicinais existentes e citadas no tratamento auxiliar em
diversas doencas, destacam-se aquelas com potencial antioxidante. E bem
estabelecido que antioxidantes sdo indispensaveis para a defesa apropriada contra
0 estresse oxidativo e, portanto, tem relevante papel na manutencdo da saude
através de seus efeitos na homeostase do organismo (ROCHA et al., 2007,
ALBUQUERQUE, 2014).

O estresse oxidativo é caracterizado pelo aumento significativo da
concentracdo intracelular de espécies reativas de oxigénio (EROs) ou de nitrogénio
(ERNSs), acompanhado simultaneamente pela diminuicdo das defesas antioxidantes
(ARTEEL; SIES, 2001). As EROS e ERNs provocam severas mudancas em nivel
celular, devido a sua reatividade, atacando 0s constituintes celulares, como
proteinas, lipideos e acidos nucleicos, levando a formacdo de compostos toxicos
(KAHRAMAN et al., 2003).

Muitas doencas e processos degenerativos podem ser associados com a
superproducdo de EROs e ERNS, incluindo processos inflamatorios, isquemia
cerebral, mutagenicidade, neoplasias, diabetes mellitus, e gastrotoxicidade
(ARTEEL; SIES, 2001; MADALOSSO, 2011).

A Politica Nacional de Medicamentos (Portaria n® 3916/98), do Governo
Federal especifica que 0 apoio para pesquisas que apontem para o potencial uso
terapéutico da flora e fauna nacional, com énfase na certificacdo de suas
propriedades médicas, deve ser continuado e expandido (ALVES; ROSA;
SANTANA, 2007).

O uso comercial de componentes da biodiversidade requer e envolve
atividades diversificadas, a exemplo da bioprospeccdo, da pesquisa, da producao,

da transformacdo e da comercializagdo, e podem resultar em uma vasta gama de
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produtos, com destaque para 0s cosmeéticos, os farmacos fitoterapicos e o0s
alimenticios (CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011).

3.2 Plantas frutiferas: composicao quimica e relevancia para satde humana

O Brasil € um dos trés maiores produtores de frutos do mundo, e a producdo
atualmente esta voltada para frutas tropicais, subtropicais e temperadas, devido a
sua ampla extensao territorial, posicdo geogréafica e condicdes de solo e de clima
(IBRAF, 2010). Embora a maior variedade da flora se encontre na regido Amazonica,
o Sul do Brasil (bioma pampa) se destaca por sua riqueza floristica, com um namero
estimado de pelo menos 5.000 espécies de plantas nativas. Porém, permanecem
pouco conhecidas as questdes da importancia ecoldgica e econbmica de algumas
espécies frutiferas para a alimentacdo (BRACK; KINUPP; SOBRAL, 2007).

Todas as espécies frutiferas cultivadas ja foram silvestres, nativas de alguma
regido e de valor econdmico insignificante. Aos poucos foram domesticadas e
introduzidas nos sistemas produtivos, proporcionando opcdes rentaveis aos
produtores e possibilitando a sua expansdo em outras regides que nao as de sua
origem (RASEIRA, 2010).

Em uma alimentacdo equilibrada, as frutas e hortalicas, contribuem com 15%
da recomendacao total de carboidratos e menos que 10% do total de calorias.
Suprem 90% da quantidade de vitamina C, 50% de vitamina A, 35% de vitamina Bg
de 10 a 20% de outras vitaminas e minerais (LORENZI et al., 2009).

Os frutos desempenham um importante papel na alimentacdo humana,
contribuindo para o fornecimento de energia, minerais, vitaminas, fibras e
agua.Constituem-se em fontes mantedoras da saude, sendo que as caracteristicas
fisicas, fisico-quimicas e minerais variam (SANTOS et al., 2010). Além dos, macro e
micronutrientes essenciais, os frutos contém diversos outros compostos, 0s
metabdlitos secundarios, produzidos pelas plantas como defesas naturais, um bom
exemplo, sdo os polifendis, acidos fendlicos, antocianinas e carotendides que atuam
como antioxidantes (HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

Estudos revelam que os teores de minerais e metabolitos secundarios sao
significativamente maiores em espécies silvestres do que em plantas domesticadas
(ODHAV et al., 2007). Além disso, pesquisas avaliando as cascas e as sementes de

certos frutos silvestres revelaram teores relevantes de compostos bioativos cuja
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atividade antioxidante € mais elevada do que na polpa (GUO et al., 2003; AJILA et
al., 2007; MELO; ANDRADE, 2010).

Os compostos bioativos, devido as suas importantes propriedades, efeitos
bioldgicos e seus atributos sensoriais (KING; YOUNG, 1999), ocupam uma area de
investigacdo emergente dada a enorme variedade de alimentos que 0s contém
(HANNUM, 2004).

As substancias naturais bioativas se agrupam em quatro classes principais:
os terpenos (hormdnios, pigmentos ou Oleos essenciais), as substancias fenolicas
(flavonoides, ligninas e taninos), as substancias glicosidicas (saponinas, glicosideos
cardiotonicos, glicosideos cianogénicos e glicosinolatos) e os alcaloides (ALMEIDA,
2011).

Os fitoconstituintes antioxidantes, entre os quais se incluem acido ascorbico,
tocoferdis, carotendides e compostos fendlicos, variam amplamente em seus
conteados e perfis entre os diversos frutos.Como resultado, a capacidade
antioxidante de um fruto difere consideravelmente de outro (LEONG; SHUI, 2002).

Os fatores que influenciam em termos quantitativos e qualitativos podem ser
intrinsecos (cultivo, variedade, estaddio de maturacdo) e extrinsecos (condi¢des
climaticas e edaficas) (MELO et al., 2008). Geralmente estes compostos estédo
relacionados com o sistema de defesa das plantas contra as agressdes de insetos
ou patégenos, ou a radiacdo ultravioleta (MANACH et al., 2004).

A Figura 01 apresenta resumidamente a classificacdo dos principais
fitoconstituintes, pois como existem em grande numero, podem ser subdivididos em

grupos com varios compostos distintos.
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Figura 01. Fluxograma resumido da classificacao geral das principais classes de

fitoconstituintes.

Fitoconstituintes

Compostos c "
Carotendides Fendlicos Alcaldides contendo OmMpostos
) . organossulforados
nitrogenio
Alfa-caroteno
Betacaroteno I
, Isotiocianato
Luteina
. Indol
Zeaxantina - Compostos
Astaxantina AC{d_os Flavonoides Estilbenos Cumarinas Taninos sulforados
Licopeno fendlicos or
Alilicos
Acidos Acidos . . I
. . . . . i Flavonois Flavonas Flavanois Flavononas Antocianinas Isoflavonas
hidroxibencoico hidroxicianamida
Catequina Cianidina
. P-cumérico Quercetina N Galocatequina Delfinidia L
Galico . Apigenina : . i - Genisteina
: Cafeico Caempferol 0 Epicatequina Hesperitina Pelargonidina o
Protocatequina . . Crisina . - . . - Daidzeina
~ Sinapico Miricetina . Epigalocatequina Naringenina Peonidina L,
Vanilico B . Luteolina - R . Gliciteina
- Ferulico Isoramnetina Epicatequinagalato Petunidina
Seringico . . -
Epigalocatequina- Malvidina
galato

Fonte: Liu (2004)

A ingestdo média de fitoconstituintes é de aproximadamente 1g a 1,5g/dia em
uma dieta que inclua vegetais, frutas, especialmente as citricas, cha e vinho tinto.
Entre os mais importantes do reino vegetal pode-se citar 4 grandes familias
quimicas: as substancias nitrogenadas, as sulfuradas, as terpénicas e as fendlicas,
as quais sdo mais estudadas (TOMAS-BARBERAN, 2003; MUSCHIETTI; MARTINO,
2014).As substancias terpénicas e fenodlicas sao os fitoconstituintes bioativos mais

presentes nas frutas, e os aglcares sao os mais abundantes (CASTRO, 2015).
3.2.1 Terpendides

O maior grupo de metabdlitos secundarios presente no reino vegetal € o dos
terpendides, dos quais ja foram isolados aproximadamente cerca de 30.000
terpenos, classificados de acordo com o numero de unidades de isopreno,

apresentando funcgbes variadas nos vegetais (Figura 02). Sao classificados em:
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hemiterpendides (C5); monoterpendides (C10); sesquiterpendides (C15);
diterpendides (C20); triterpendides (C30) e tetraterpendides (C40) (BREITMAIER,
2006 apud NIERO; MALHEIROS, 2012).

Figura 02. Classificacdo de terpendides

Condensagio de unidades de isopreno na formagao de terpendides

N* de Unid. Numero de d&tomos de carbono Nome ou classe
1 5 )\/ iSopreno

2 10 il monoterpendides
3 15 */\J\/\/l\/ sesquiterpendides
4 20 J\/\/l\/vl\/\/l\/ diterpendides

3 23 )\/\/‘\/\/k/\/l\/\/k/ ampEngs

: 0 I I I I L wterpendides

8 40 /l\/\/k/\/'\/\/l\/\)\/v'\/v‘\/\)\/ tetraterpendides

n n polisoprendéides

Fonte: http://www.geocities.ws/bueno_reis/essenciais.html

Os terpendides de origem vegetal se distribuem amplamente na natureza e
sdo encontrados em abundancia nas plantas superiores. Desempenham funcdes
importantes como aleloquimicos, horménios vegetais, agentes de atracdo polinica e
de defesa contra herbivoros, repelentes de insetos, feroménios, além de
funcionarem como moléculas de sinalizacdo (VERPOORTE; MEMELINK, 2002).

Os carotendides sédo os terpendides mais abundantes nos frutos, e ja foram
identificados na natureza mais de 600 (LIU, 2004; MARTINEZ-NAVARRETE; VIDAL;
LAHUERTA, 2008). Sdo pigmentos amplamente distribuidos e responsaveis pela
coloracdo amarela, alaranjada e vermelha dos tecidos vegetais. Possuem como
estrutura quimica basica um esqueleto tetraterpénico (40 atomos de carbono em 8
cadeias de isopreno) (PEREIRA, 2011).

Os carotenos sdo compostos lipossolUveis e 0s principais representantes sao
o B-caroteno e o licopeno (MARTINEZ-NAVARRETE; VIDAL; LAHUERTA, 2008). O
B-caroteno é o carotendide que possui maior atividade de provitamina A, e 0
licopeno € um dos mais potentes desativadores de oxigénio singlete entre 0s
carotendides naturais (PEREIRA, 2011). Alguns carotenoides importantes

encontram-se na Figura 03.
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Figura 03. Estrutura quimica dos carotendides dietéticos mais comuns.

w
beta-caroteno DRI

alfa-caroteno

OH
- -~ ~ -~ T - -~ - -~
HO NS i - e - -
o
" cantaxantina

astaxantina

I

N g g i g S

| OH

licopeno

i i i i iy iy

HO luteina

Fonte: Liu (2004)

O mecanismo pelo qual os carotendides protegem os sistemas biolégicos dos
radicais livres depende da transferéncia de energia do oxigénio excitado para a
molécula do carotendide. Carotendidesem concentracfessuficientepodem prevenira
oxidacado lipidicae estresse oxidativo induzido pelos radicais livres (LIU, 2004;
SOUSA et al., 2007).

Estudos apontam que a funcdo antioxidante dos carotendides desempenha
um papel importante na protecao dos sistemas celulares contra os danos oxidativos,
sendo associados a reducdo do risco de doengas cronicas e neurodegenerativas,
como: cancer, catarata, ateriosclerose, Alzheimer e o processo de envelhecimento
(MORRIS et al., 2002; MARTINEZ-NAVARRETE; VIDAL; LAHUERTA, 2008).

3.2.2 Compostos fendlicos

No metabolismo secundario das plantas sdo gerados os compostos fendlicos,
gue encontram-se largamente distribuidos e constituem um grupo muito diversificado
de fitoconstituintes derivados da fenilalanina e tirosina. Englobam moléculas simples
até moléculas com alto grau de polimerizacdo. Estdo presentes nos vegetais na
forma livre ou ligados a agucares (glicosideos) e proteinas (NACZK; SHAHIDI, 2004;
ROCKENBACH, 2008). Foram considerados por alguns anos como componentes
antinutricionais, porque alguns deles, como por exemplo, 0s taninos, eram

apresentados como tendo efeitos adversos ao metabolismo humano. No entanto, o
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reconhecimento das propriedades antioxidantes destes compostos tem evidenciado
efeitos benéficos para a saude humana (KAUR; KAPOOR, 2001; ROCKENBACH,
2008).

Existem cerca de 8.000 diferentes compostos fendlicos (BALASUNDRAM;
SUDRAM; SAMMAN, 2006). Quimicamente s&do divididos como substancias que
possuem anel aroméatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus
grupos funcionais. Possuem estrutura variavel e com isso, sdo multifuncionais
(DREOSTI, 2000; LEE et al., 2005), sendo que os principais podem ser classificados
em dois grupos: os flavonoides (polifendis) e os nao flavonoides (fendis simples ou
acidos fendlicos) (ANGELO; JORGE, 2007). A atividade antioxidante dos compostos
fendlicos depende da sua estrutura, particularmente do namero e posicdo dos
grupos hidroxila e da natureza das substituicbes nos anéis aromaticos
(ROCKENBACH, 2008).

De maneira geral, a acao benéfica dos compostos fendélicos na saide humana
vem sendo relacionada com a sua atividade anti-inflamatoria, antiplaguetaria, mas
também acdo antioxidante. Uma vez que protegem moléculas como o DNA, podem
vir a inibir alguns processos carcinogénicos (PEREIRA, 2011). Estudos realizados
demonstram sua capacidade antioxidante, resultando assim como preventores de
diversas enfermidades cardiovasculares, cancerigenas e neurolégicas (HARBORNE;
WILLIAMS, 2000; SANCHEZ-MORENO, 2002).

Os compostos fendlicos sdo incluidos na categoria de neutralizadores de
radicais livres, sendo muito eficientes na prevencédo da autoxidacdo. Em alimentos,
sdo responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa (ANGELO;
JORGE, 2007; ROCKENBACH, 2008). Dentre as classes de compostos fendlicos
presentes em plantas e reconhecidos como componentes da dieta estédo
principalmente os flavonoides e os acidos fendélicos (BALASUNDRAM; SUNDRAM,;
SAMMAN, 2006; ROCKENBACH, 2008).

Os flavonoides constituem o maior grupo de compostos fendlicos de plantas.
Séao polifenois que ocorrem naturalmente em alimentos de origem vegetal e séo
comuns em dietas do mundo inteiro. Ocorrem quase que exclusivamente em plantas
superiores, onde séo responsaveis pela coloracdo das flores e dos frutos. Existem
também relatos de sua presenca em algumas algas e fungos (ZUANAZZI,
MONTANHA, 2003; ROCKENBACH, 2008).
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Os flavonoides englobam uma classe muito importante de pigmentos naturais
e tém a estrutura quimica C6-C3-C6, sendo que as duas partes da molécula com
seis carbonos sdo anéis aromaticos interligados via carbono heterociclico do pirano
(Figura 04). Conforme o estado de oxidacédo da cadeia heterociclica do pirano, tém-
se diferentes classes de flavonoides (BOBBIO; BOBBIO, 1995).

Figura 04. Estrutura quimica dos principais tipos de flavonoides
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Na dieta se consome principalmente flavonoides glicosilados que séo
classificados em antocianinas, flavandis (catequinas, epicatequina e
epigalocatequina), flavonas, flavanonas, e flavondis (caempferol, quercetina e
miricetina). Os flavonoides sdo amplamente distribuidos pelo reino vegetal e
reconhecidos por suas diversificadas a¢cdes biologicas, dentre elas a capacidade de
agir sobre a inflamacéo e sobre o sistema imunolégico - o que lhes confere um
enorme potencial farmacologico (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009). Tem se
evidenciado ainda, atividade antialérgica, anti-viral, vasodilatadora (MERKEN;
BEECHER, 2000; PIETTA, 2000), antioxidante (GARCIA-LAFUENTE et al., 2009),
anticancer (CHEN et al., 2011) além de melhorar a funcdo visual (PATEL et al.,
2015).

A ingestao diaria de flavonoides pode variar entre 50-800 mg/dia, dependendo
do consumo de vegetais, frutas e bebidas especificas, como vinho tinto e chas
(PIETTA, 2000; MUSCHIETTI; MARTINO, 2014). Os indices de flavonoides na dieta


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=czUsglyNOeM72M&tbnid=c85xnQx2bzhgHM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.uff.br/RVQ/index.php/rvq/rt/printerFriendly/51/99&ei=PxW5U_jAN9OqsQSu9YGwBg&bvm=bv.70138588,d.cWc&psig=AFQjCNEdGIjd8j_Uon2WlmiWHeLdJUz4Aw&ust=1404724918673967

31

é consideravelmente alto em comparacao comos de vitamina C (70 mg/dia), vitamina
E (7-10 mg/dia), e carotendides (B-caroteno, 2-3 mg/dia) (PIETTA, 2000).

3.3 Plantas frutiferas silvestres estudadas

Conforme Tabela 01, apresentada na pagina 61, o presente estudo avaliou 14
espécies silvestres de plantas frutiferas comestiveis das seguintes familias: Araceae,
Cactaceae, Faboideae (Subfamilia Mimosoideae), Menispermaceae, Moraceae,

Myrtaceae, Rosaceae, Solanaceae.

3.3.1 Abuta selloana (Benth.) Eichler

A Abuta selloana pertence a familia Menispermaceae, que compreende 67
géneros distribuidos nas zonas temperadas de ambos os hemisférios (JOLY, 2005;
URAMOTO; MARTINS; ZUCCHI, 2008).0 género Abuta € amplamente distribuido
na Ameérica do Sul, e compreende um amplo grupo de lenhosas ou subarbustos. A
identificacdo adequada da familia de menispermas pode ser dificil, pois as flores séo
pequenas e delicadas e podem se romper com o corte. Dessa forma, flores e frutos
sdo muitas vezes indisponiveis (CAVA et al., 1975; JOLY, 2005).

No Brasil a A. selloana é conhecida popularmente por pitomba-de-cip6,
baga-de-caboclo ou simplesmente abuta. Cresce nho Amazonas, mas ha relatos do
Parana ao Ceara. O fruto (Figura 05) é composto por 3 a 6 drupas elipséides ou
ovoOides, contendo polpa de cor verde amarelada na maturacdo, comestivel,
agradavel ao paladar, com apenas uma semente, sendo esta aderiada ao endocarpo
de maneira que dificulta sua separacédo (BARNEBY, 1996; MOREIRA, 2011).

Popularmente a raiz grossa amarga do género Abuta era usada como
diurética, antidispéptica, util nas hepatites, doencas da bexiga, catarro, colicas
flatulentas e mordidas de cobras (MOREIRA, 2011). A A. grandifolia, encontrada na
Amazobnia e Putumayo na Colémbia, era utilizada pelos nativos Sionas em forma de
infusdo de folhas para tratar febres da malaria (BARRIGA, 1992). O uso popular foi
confirmado por Garavito et al. (2006), estudando a atividade antimalarica de 10
extratos vegetais,empregadas tradicionalmente na Colébmbia. Os autores
observaram que oito extratos apresentaram boa atividade, entre eles a folha da A.

grandifolia.
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Estudo fitoquimico avaliando a casca e caule de A. grandifolia, evidenciou
quatro alcaldides bisbenzylisoquinolina, obtidos por cromatografia em camada
delgada (CCD) e confirmados através de espectroscopia. Os autores relatam que é
uma das mais importantes classes de alcaldides naturais, devido as suas diferentes
atividades farmacologicas. Os compostos isolados, dentre eles alcalbides, foram
testados para atividade inibitéria de acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase
(BChE), sendo ativos em inibir tais enzimas (COMETA et al., 2012).

Cava et al. (1975), reportaram o isolamento de trés classes de alcaloides da
A. refescens e A. imene. Swaffar et al. (2012) isolaram trés novos alcaloides da A.
refuscens que nao tinham sido previamente encontrados nesta espécie. Estes
alcaloides, juntamente com outros previamente isolados a partir das espécies da
Abuta, foram avaliados quanto a atividade citotoxica contra varias linhas de células
neoplasicas humanas. Os alcaldides tropoloisoquinolina (grandirubrina, imerubrina,
isoimerubrina) exibiram a maior citotoxicidade contra as linhas de células,

especialmente carcinoma renal e adenocarcinoma do célon.

Figura 05. Foto ilustrativa do fruto inteiro (A) e partes aéreas (B) de Abuta selloana.

Fonte: Foto Autor

3.3.2 Campomanesia reitziana D. Legrand

A Campomanesia reitziana pertence a familia Myrtaceae que abrange cerca
de 100 géneros com aproximadamente 3.000 espécies, sendo mais evidentes nas
Ameéricas e na Australia, embora ocorram em todo o mundo (JOLY, 2005). O género
Campomanesia é amplamente distribuido pelo Brasil, onde possui 36 espécies
conhecidas, sendo 31 delas pertencente a flora brasileira (SOBRAL et al., 2014).

C. reitziana, € conhecida popularmente por guabiroba-de-reitz, guabiroba-da-
grada, gabiroba-de-folha-crespa ou simplesmente gabiroba (ROSARIO NETO, 2012;

SOBRAL et al., 2014). E uma espécie nativa e endémica do Brasil, com distribuic&o
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em S&o Paulo, Parand e Santa Catarina e ocorréncia na Mata Atlantica (FORZZA et
al., 2010; SOBRAL et al., 2014). Em Santa Catarina esta espécie é encontrada nos
municipios de Bom Retiro, Brusque, Floriandpolis, Itajai, Lauro Muller, Luis Alves,
Mafra, Paulo Lopes, e Rio do Sul (LEGRAND; KLEIN, 1977).

Floresce durante os meses de julho, agosto e setembro, havendo uma
segunda floracdo em marco e abril. Apresenta frutos (Figura 06) maduros a partir de
agosto (LEGRAND; KLEIN; 1977; CORREA, 1984). Os frutos das espécies
Campomanesia sdo amplamente utilizados para producéo de licores, sucos e doces
(LORENZI et al.,, 2009). As folhas sao tradicionalmente utilizadas na medicina
popular para problemas estomacais e diarreia (CORREA, 1984), bem como, para o
controle da glicemia, colesterol e como coadjuvante no tratamento da obesidade
(DICKEL et al., 2007).

Klafke et al. (2010) demonstraram que as folhas de C. xanthocarpa reduziu a
porcentagem dos niveis de colesterol total e LDL-colesterol no sangue de pacientes
hipercolesterolémicos. Vinagre e colaboradores (2010) utilizaram o decocto das
folhas da mesma espécie, para avaliar parametros fisiolégicos, bioquimicos e
histolégicos de ratos normais e diabéticos induzidos por estreptozotocina. Os
resultados sugerem que o decocto das folhas possa ser util para o manejo do
diabete mellitus.

Além disso, a administracdo oral do extrato de C. xanthocarpa em 400 mg/kg
atenuaram les6es da mucosa gastrica induzida por etanol em ratos (MARKMAN;
BACCHI; KATO, 2004). A atividade antimicrobiana de extratos hexéanicos e fragoes
de frutos de C. pubsenses e C. admantium também tém sido relatados na literatura
(CARDOSO et al., 2010).

Coutinho (2008) estudou as folhas de C. adamantium, que mostraram-se ricas
em flavanonas e chalconas. Os estudos sobre as espécies Campomanesia tém
geralmente os flavonoides identificados (PAVAN et al., 2009; COUTINHO et al.,
2010).
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Figura 06. Foto ilustrativa do fruto inteiro (A) e partes aéreas (B) de Campomanesia

reitziana.

Fonte: Foto Autor

3.3.3 Cyphomandra betacea

Cyphomandra betacea pertence a familia Solanaceae, que compreende 85
géneros distribuidos em todo o mundo, sendo especialmente abundantes nas
Ameéricas (JOLY, 2005). E um arbusto que pode ser encontrado em regides de clima
subtropical, sendo nativa da América do Sul, na Cordilheira dos Andes, mais
especificamente no Peru, Equador e Colémbia. Onde comumente € denominado
tamarillo, tomate-arb6reo ou tomate de arbol (VASCO et al., 2009). No Brasil, o fruto
€ mais comumente encontrado no estado de Minas Gerais e chamado de "tomate
mineiro" (RODRIGUEZ-AMAYA; BOBBIO; BOBBIO 1983).

Os frutos tem forma oval(Figura 07), com casca marrom-avermelhada, e
polpa laranja. A polpa comestivel, carnuda, suculenta e saborosa, tem um sabor que
lembra o do tomate e aroma que foi descrito como “goiaba”, e a semente tem um
aroma que se assemelha ao de maracuja (BOHS, 1989). Pode ser consumida de
varias maneiras, como cru, em sobremesa ou na salada (PROHENS; NUEZ, 2005).

Devido a demanda dos consumidores e do seu potencial de exportacéo, o
cultivo deste fruto no Equador aumentou desde a década de 1980 (RODRIGUEZ-
AMAYA; BOBBIO; BOBBIO 1983). Em paises como a Coldémbia e Nova Zelandia, é
importante no comércio e exportagdo. Na Argentina, Brasil e Venezuela também é
conhecido e estd comecando a ser considerada uma cultura de interesse por suas
caracteristicas alimentares (ORDONEZ et al., 2010).

O fruto é uma importante fonte de Vitaminas A, B, e C, sendo que o teor da
Vitamina A esta atribuida principalmente a atividade dos carotenoides
(RODRIGUEZ-AMAYA; BOBBIO; BOBBIO, 1983; MERTZ et al., 2010). A polpa do
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tomate de arbol contem, ainda, minerais (calcio, fésforo e potassio), hidratos de
carbono (frutose, fibra dietética), acido gama-aminobutirico (GABA), e compostos
com capacidade antioxidante: licopeno, polifenéis e antocianinas (MORENO-
ALVAREZ et al., 2003; OSORIO et al., 2012).

Figura 07. Foto ilustrativa do fruto inteiro (A) e partido (B) de Cyphomandra betacea.

N

Fonte: Foto Autor

3.3.4 Eugenia brasiliensis Lam.

Eugenia brasiliensis pertence a familia Myrtaceae, que se destaca como uma
das familias mais importantes devido a sua ampla distribuicdo, sendo o género
Eugenia um dos maiores com mais de 500 espécies, onde aproximadamente 400
estdo localizadas no Brasil (JOLY, 2005; PIETROVSKI et al., 2010).

Muitas espécies populares e conhecidas desta familia sdo nativas da Mata
Atlantica, outras espécies, porém, sdo menos populares e continuam inexploradas,
como por exemplo, a E. brasiliensis (SILVA et al., 2014), conhecida por seus nomes
populares como: grumixama, grumixaba, grubichameira e ibaporoiti (REYNERTSON
et al., 2008).

E. brasiliensis € uma planta comum do Sul do Brasil (REYNERTSON et al.,
2008), apresenta frutos (Figura 08) redondos de aproximadamente 3,0 cm de
diametro, sua casca € lisa e brilhante e sua coloracao varia de amarelo para a roxo
escuro de acordo com seu estagio de maturacdo. Seus frutos comestiveis possuem
um sabor doce-acidulado e sua floracdo ocorre no verdo, de novembro a fevereiro
(MAGINA et al., 2012).

Muitas espécies de Myrtaceae tem grande relevancia em virtude de sua
utilizacdo como plantas medicinais (OLIVEIRA; DIAS; CAMARA, 2005; PIETROVSKI et
al., 2010) sendo também cultivadas devido aos seus frutos comestiveis
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(REYNERTSON et al.,, 2008). O género Eugenia € conhecido por ser rico em
compostos fendlicos, tais como: catequina e flavonoides (TIMBOLA et al.,, 2002;
PIETROVSKI et al., 2010), além de outros compostos como antocianinas e
carotenoides, responsaveis por sua pigmentacdo (SILVA et al., 2014). Devido ao alto
teor de compostos fendlicos, esta espécie apresenta varias acdes biologicas
relacionadas a estes copostos, agindo como antioxidantes, anti-inflamatérios,
antimutagénicos e quimioprotetores (PIETTA, 2000; REYNERTSON et al., 2008).

Na medicina popular osfrutos e cascas de E. brasiliensis, sdo utilizados em
preparacdes para o tratamento de reumatismo e a infusédo das folhas é aplicada como
diurético (REVILLA, 2002; REYNERTSON et al., 2008; PIETROVSKI et al., 2010).

Figura 08. Foto ilustrativa do fruto inteiro (A e B) de Eugenia brasiliensis.

Fonte: Foto Autor

3.3.5 Eugenia mattosii D. Legrand

O fruto (Figura 09) da Eugenia mattosii € conhecido como camboim, pertence
a familia Myrtaceae, que compreende espécies de arvores e arbustos, distribuidas
principalmente nas regides tropicais e subtropicais do mundo (WILSON, 2011). A
familia Myrtaceae além de possuir grande importancia para 0S ecossistemas
florestais é importante economicamente, por apresentar espécies que sao utilizadas
na industria farmacéutica, alimenticia e cosmética (CRUZ, 2012).

Na regido Sul do Brasil, a familia Myrtaceae se destaca pelo namero de
espécies e suas potencialidades alimentares. Um levantamento realizado por Carmo
e Assis (2012) aponta que o estado do Parana possui aproximadamente 20 géneros.
Coradin, Siminski e Reis (2011) observaram no Rio Grande do Sul 17 espécies, e

dentre elas, encontram-se: E. brasiliensis, E. involucrata, E. pyriformis e E. uniflora.
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Sobre o género Eugenia ha importante investigacdo sobre suas substancias
bioativas (NASCIMENTO et al.,, 2011). Um estudo confirma que outra espécie, E.
involucrata (cerejinha do mato) in natura, é considerada uma boa fonte de
compostos bioativos antioxidantes (ARAUJO et al., 2012). E reportado na literatura
também, o potencial antioxidante dos frutos de E. dysenterica (ROESLER et al.,
2007; GENOVESE et al., 2008).

Donato e Morretes (2013), constataram propriedades farmacolégicas, em
outra espécie desta familia a Plinia edulis utilizada como agente terapéutico na
melhora de desordens estomacais, igualmente efeito perceberam Martins et al.
(2013) na espécie E. uniflora.

Prado (2013) reporta que o extrato aquoso liofilizado das folhas de E.
dysenterica, protegeu a mucosa gastrica de lesbes induzidas por HCl/etanol,
evidenciando um potencial gastroprotetor para essa espécie, onde 0s taninos
condensados, presentes no referido extrato foram considerados responsaveis pelo
efeito observado através do mecanismo de acdo de inibicdo da producédo de HCI,
atividade sequestradora de radicais livres (propriedade antioxidante) e pela

estabilizacdo da barreira de muco.

Figura 09. Foto ilustrativa do fruto inteiro (A) e partes aéreas (B) de Eugenia

mattosii.

Fonte: Foto Autor

3.3.6 Inga vera Willd

As espécies do género Inga destacam-se por sua importancia na recuperacao
de areas degradadas e recomposicao de florestas ciliares (PRITCHARD et al., 1995;
CORREA; CONSERVA; MAIA, 1995; BILIA et al., 2003). Geralmente a floracdo

ocorre nos meses de agosto a novembro, com maturagédo dos frutos (Figura 10) de
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dezembro a margo (FIGLIOLIA; KAGEYAMA, 1994; BONJOVANI, 2011). Seu fruto é
um legume tomentoso, comprido, reto ou curvo, de cor rubro-bronzeada, com
margens espessadas de 10 a 20cm de comprimento e 2,5 a 3cm de largura. As
sementes aparecem em numero de 2 a 13 por fruto e muitas vezes bastante
adocicada (BILIA et al., 1998; BONJOVANI, 2011).

Inga vera pertence a familia das Fabaceae e sub-familia Mimosoideae, com
cerca de 40 géneros e aproximadamente 400 espécies, distribuidas na América
tropical e subtropical (BONJOVANI, 2011). Popularmente conhecido por inga, inga-
do-brejo, inga-banana, inga-de-quatro-quinas, ingazeiro (BILIA et al., 1998; JOLY,
2005).

No Brasil, I. vera ocorre desde o Rio Grande do Sul até Minas Gerais,
principalmente na floresta pluvial atlantica. E uma planta caracteristica de planicies
aluviais, preferencialmente em solos Umidos e até brejosos ou terrenos
periodicamente inundaveis (FIGLIOLIA; KAGEYAMA, 1994; BONJOVANI, 2011).
Estas caracteristicas conferem a espécie uma boa adaptabilidade a solos como os
gue margeiam rios (CAMARA, 2011).

Na medicina popular varias espécies de Inga, sdo utilizadas como anti-
inflamatorio, antidiarreico e descongestionante nasal, além de ser analgésico em
dores de ouvido (VIVOT et al.,, 2001; SILVA; ROGEZ; LARONDELLE, 2007). A
literatura tem relatado o isolamento de alguns metabdlitos tais como: compostos
fendlicos (VIVOT et al., 2001), glicésidios esteroidais (CORREA; CONSERVA; MAIA,
1995), metabdlitos de nitrogénio(COLEY et al., 2005) e acido pipecdlico(MORTON,
1998).

Furtado e colaboradores (2014) avaliando 6leos essenciais da casca e folhas
de I. laurina, extraidos em estacdes secas e chuvosas, observaram atividade
antimicrobiana bacteriostatica contra microorganismos aerébios e anaerobios. Os
resultados sugerem que o0s Oleos essenciais sdo uma fonte de compostos
biologicamente ativos e podem ser um modelo para o desenvolvimento de agentes

antimicrobianos.
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Figura 10. Foto ilustrativa do fruto inteiro (A e B) de Inga vera.

Fonte: Foto Autor

3.3.7 Marlierea tomentosa Camb.

A espécie Marlierea tomentosa pertence a familia Myrtaceae, e cresce em
areas tropicais e subtropicais. No Brasil é possivel encontrar cerca de 1.000
espécies, sendo considerada uma das familias mais representativas. Sua maior
concentracdo esta na Mata Atlantica (AMARAL et al.,, 2001; GRESSLER; PIZO;
MORELLATO, 2006). Mas pode ser encontrada na floresta costeira entre os estados
do Rio de Janeiro até o Rio Grande do Sul (LIMBERGER et al., 2004).

M. tomentosa é comumente conhecidano Sul do Brasil como guaparanga,
garapuruva ou garapuruna. Suas folhas sédo usadas, por vezes, na medicina popular
para o tratamento de varias doencas, incluindo dor e infecgcbes (MESSIAS et al.,
2008).

A M. tomentosa é uma arvore que alcanca até 12 m de altura, possui ramos,
peciolos e pedunculos tomentosos, com floragcdo branca e frutos (Figura 11)
globosos em cachos redondos ou alongados, preto e macio quando maduro, com
uma Unica semente envolta em polpa branca adocicada (LIMBERGER, 2004;
SANTOS, 2013).

Poucos estudos cientificos foram encontrados sobre as caracteristicas
fitoquimicas e farmacolégicas desta espécie. Porém, destacam-se o0s estudos
desenvolvidos com o género Marlierea, os quais demostram a presenca de alguns
fitoconstituintes, como os flavonoides. Nas folhas da espécie M. grandifolia foram
encontrados, miricetina 3-rhamnoside, o acido elagico e o acido 3-O-metilelagico
(AMARAL et al., 2001), quercetina e quercitrina (MESSIAS et al., 2008).



40

Franca et al. (2005) estudando as folhas de M. tomentosa encontraram 0s
componentes inorganicos bromo e cobalto, e Limberger et al. (2004) pesquisando o
Oleo essencial das folhas evidenciaram predominantemente hidrocarbonetos como o
B-cariofileno (22,5%), bi-ciclogermancreno (24,9%) e a-bergamoteno (12,1%).

Messias et al. (2008), estudando a M. tomentosa no Nucleo de Investigacdes
Quimico Farmacéuticas (NIQFAR), descreveram o isolamento de cinco
fitoconstituintes das folhas: os triterpenos a-amirina e B-amirina € 0s compostos
fendlicos, quercitrina e isoquercetina; dos galhos foi possivel isolar o triterpeno acido
arjundlico. Foi ainda testado o extrato metandlico bruto das folhas e caules
demonstrando atividade antinociceptiva no modelo do teste de &cido acético, quando

comparado a farmacos classicos usados na terapéutica da dor.

Figura 11. Foto ilustrativa do fruto inteiro maduro (A), semi maduro (B), verde (C), do

galho (D) e da folha (E) de Marlierea tomentosa.
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Fonte: Foto Autor

3.3.8 Myrcianthes pungens (O. Berg) D. Legrand

O género Myrcianthes pertence a familia Myrtaceae, e a espécie M. pungens

tem sua distribuicdo geografica desde o Estado de S&o Paulo até o norte do
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Uruguai, alcangcando a Bolivia, Paraguai e a Argentina (SOARES-SILVA 2000;
ROMAGNOLO; SOUZA, 2004).

M. pungens é popularmente conhecida como: guabiju, guabira, gutiguli, mato
blanco e guabira-guacu (ROMAGNOLO; SOUZA, 2004). Possui frutos (Figura 12)
pequenos, esféricos, aveludados, arroxeados quando maduros, com polpa
suculenta, de cor amarelada, apresenta um sabor doce agradavel e geralmente um
anico caroco no centro. A floragcdo acontece de setembro a outubro e os frutos
jovens em janeiro e fevereiro (ROMAGNOLO; SOUZA, 2004; DALLA NORA et al.,
2014). Os frutos sdo amplamente consumidos frescos ou secos, transformados em
compotas, geleias e sucos (ANDRADE et al., 2011).

O guabiju destaca-se com relacdo ao nivel de acucar, proteina e teor de fibra
alimentar (33%), caracterizando-se como uma fruta doce. O fruto apresenta pH
elevado e baixa acidez. Também ¢é rico em carotenoides, principalmente beta-
caroteno (40,4% do total de carotenoides), contém antocianinas e apresenta boa
atividade antioxidante (DALLA NORA et al., 2014).

Andrade et al. (2011) avaliando a composicdo quimica e atividade
antioxidante do fruto de um tipo selvagem e dois genoétipos de guabiju, encontraram
altas concentracdes de polifenois. A média de flavonoides totais variou de 79,8-
154,3 mg/100g, e o teor de antocianinas de 33,4 - 53,1 mg/100g. Os resultados dos
extratos com potente capacidade antioxidante permitem a comparacdo com a de
outros micronutrientes, como a vitamina E.

Estudos analisando o 6leo essencial das folhas de espécies de Myrcianthes
coletadas em paises da América do Sul sédo reportados. Para o 6leo de M. pungens,
proveniente da Argentina, foi relatado a presenca majoritaria de 1,8-cineol (13,5%) e
limoneno (17,3%) (UBIERGO; TAHER; TALENTI, 1986; ZYGADLO et al., 1997).
Diferindo do relatado, Apel, Sobral e Henriques (2006a) analisaram a composi¢cao
quimica do O6leo obtido por hidrodestilacdo das folhas frescas coletadas de
populacdes nativas do Rio Grande do Sul, e identificaram 36 constituintes, nenhum
em quantidade significativa, onde B-cariofileno (10,1%), foi o principal deles.

Na medicina popular, o M. pungens é utilizada por suas propriedades
antidiarreicas (CORREA, 1984; APEL; SOBRAL; HENRRIQUES, 2006a). Dalla Nora
et al. (2014) estudaram o fruto em pdé de M. pungens em ensaios in vivo e
verificaram capacidade de reduzir niveis de glicose, LDL-colesterol, LDL-colesterol

oxidado e colesterol total e melhorar os niveis de gordura no figado de ratos.
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Em um trabalho realizado por Silveira e colaboradores (2011) extratos
alcoolicos dos frutos de M. pungens foram investigados quanto a capacidade de
inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) por ensaio bioautografico. Os autores
observaram a presenca de pelo menos quatro diferentes substancias com
capacidade inibitoria de AChE nos frutos verdes e maduros desta espécie, 0s quais

foram caracterizadas como terpenos.

Figura 12. Foto ilustrativa do fruto inteiro (A) e partes aéreas (B) de Myrcianthes

pungens

Fonte: Foto Autor

3.3.9 Monstera deliciosa Liebm.

Monstera deliciosa é uma planta pertencente a familia Araceae que possui
ampla distribuicdo geogréafica ocorrendo em todos 0s continentes, com excecao da
Antéartida e da zona temperada do hemisfério Sul. E uma das principais familias de
epifitas, comum na América do Sul (PONTES, 2010).

Esta familia esta representada por cerca de 100 géneros e aproximadamente
1.800 espécies, com énfase para as regides tropical e subtropical, sendo bastante
comum na Mata Atlantica, com destaque para as espécies de Anthurium, Monstera e
Philodendron com muitos representantes nativos no Brasil e outros cultivados
(JOLY, 2005; JUDD et al., 2009).

A M. deliciosa recebe varias denominac¢des populares, a mais comum é
costela-de-addo, mas também pode ser conhecida como pinha-anona no México,
arpao na Guatemala, ceriman na Inglaterra, banana-de-brejo e banana-do-mato em
Portugal e no Brasil, banana-de-macaco (JOLY, 2005; PONTES, 2010; BARROS,
2012).
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Os frutos (Figura 13) de M. deliciosa tem cor verde e forma de pinha
alongada, medindo de 20 a 30 cm de comprimento e 5 a 9 cm de didmetro. Sua
casca € constituida por pequenas plaguetas de forma hexagonal, que caem
gradualmente a medida que o fruto amadurece, sua polpa é constituida por gomos
individuais (PEPPARD, 1992; GOULD; HALLMAN, 2001).

A infrutescéncia madura e fresca € consumida e usada para aromatizar
sorvetes no México, com sabor semelhante ao abacaxi (PONTES, 2010), pode
também apresentar aroma delicado de banana (PEPPARD, 1992). O fruto é
extremamente doce, mas quando ndo se encontra completamente maduro promove
uma sensacao de irritacdo na boca, provavelmente causada pela presenca de
cristais de oxalato de céalcio (PEPPARD, 1992; BARROS, 2012).

Os frutos de M. deliciosa apresentam composicdo semelhante a outros
tropicais bastante apreciados e comercializados. Possui elevado teor de agua, um
teor consideravel de hidratos de carbono e baixos teores de proteinas, lipidios e
cinzas, destacando-se o0 seu teor em minerais (potassio, sodio e célcio) mais
elevados (BARROS, 2012).

Muitas espécies de Araceae sdo utilizadas na medicina popular. indios
colombianos usam o Anthurium, Dieffenbachia, Philodendrone Urospatha como
contraceptivos. Algumas Araceaes tém sido indicadas popularmente para combater
vermes parasitas, febres, doencas de pele, desenterias, picada de cobra, ferimentos,
tumores, asmas, reumatismos e como purgativo (MAYO; BOGNER; BOYCE, 1998;
PONTES, 2010).

Informacdes sobre a composicdo fitoquimica e atividade farmacolégica do

fruto ainda sdo escassas.

Figura 13. Foto ilustrativa do fruto inteiro (A) e partido (B) de Monstera deliciosa.

Fonte: Foto Autor
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3.3.10 Morus nigra L.

Morus nigra pertence a familia Moraceae que € composta de 61 géneros com
mais de 1.000 espécies e se encontra bem representada no Brasil tanto por
espécies indigenas como por cultivadas, sendo frequentemente encontrada nas
regides tropicais de todo o mundo (JOLY, 2005). Conhecida popularmente como
amoreira ou amora-preta. No Brasil podem ser encontradas em diversas regides,
muito comumente na regido Sul estendendo-se ao Sudeste, e, sobretudo em regides
temperadas e subtropicais, com alto indice de adaptacdo em lugares com grandes
variacdes topograficas e climéaticas (ERCISLI; ORHAN, 2007; HAIDA; SILVA;
COELHO, 2014).

Caracteriza-se por ser uma arvore de 4 a 12 m de altura, com copa ampla, de
folhas de cor verde escuras, ovaladas e serrilhadas. A floragdo ocorre no final do
inverno, a qual se reine em minusculas flores brancas. Seus frutos (Figura 14) sao
pequenos e carnosos, se tornando negros quando maduros, sendo esses
comestiveis, de sabor agridoce e refrescante. Podem ser consumidos in natura,
forma altamente nutritiva com elevado conteddo de mineirais, vitaminas B, A e
calcio, ou como geleias, iogurtes, frutas em calda e corantes (HAIDA; SILVA;
COELHO, 2014).

M. nigra contém uma elevada quantidade de metabdlitos secundarios, dos
quais 0s principais pertencem a classe dos compostos fendlicos, sendo os
flavonoides isoprenilados, estilbenos, 2-arilbenzopiranos, cumarinas, cromonas e
xantonas (NOMURA; HANO,1994; OLIVEIRA et al.,, 2013). Estes compostos
presentes nos frutos desta espécie, apresentam uma variedade de atividades
bioquimicas, destacando as anti-inflamatdrias, diuréticas, hipotensoras (SYAH et al.,
2000), antioxidantes, antimutagénicas e anticarcinogénicas, uma vez que tém
capacidade de alterar a expressdao génica devido a acdo do acido elagico
(PIEKARSKI, 2013; HAIDA; SILVA; COELHO, 2014).

Quando comparada com as outras duas principais espécies do género Morus,
a M. nigra apresenta teores mais elevados de compostos fendlicos totais e
flavonoides (ERCISLI; ORHAN, 2007), e quando comparada somente com a M.
rubra, apresenta maior quantidade de antocianinas monoméricas, assim como maior
atividade antioxidante (OZGEN; SERCE; KAYA, 2009). Trés flavonoides presentes
nos frutos de M. nigra foram identificados através Cromatografia Liquida de Alta



45

Eficiéncia (CLAE) por Pawlowska, Oleszek e Braca (2008), sendo eles a quercetina-
3-O-rutnosideo, kaempferol-3-O-rutinosideo e quercetina-3-glicosideo. A morina,
outro flavonoide isolado, demonstrou reducdo dos niveis de Oxido nitrico (NO) e
também dos niveis teciduais de ciclosporina, potente agente imunossupressor
(FANG; HOU; CHAO, 2005). Quatro antocianinas também foram identificadas, entre
elas, cianidina-3-glicosideo, cianidina-3-O-rutinosideo, pelargonidina-3- glicosideo e
pelargonidina-3-O-rutinosideo (PAWLOWSKA; OLESZEK; BRACA, 2008).

Cinco &cidos organicos foram identificados nos frutos de M. nigra, entre eles o
malico, citrico, tartarico, oxalico e fumarico, sendo o acido malico o predominante,
seguido pelo citrico. O &cido ascorbico (vitamina C) também encontrado nos frutos,
regula a producédo de radicais livres pelo organismo e, portanto, tem acéo protetora
contra danos peroxidativos de biomembranas e biomoléculas (ANTUNES, 2002,
PIEKARSKI, 2013).

Uma substancia denominada chalcomoracina, foi isolada de espécies de
Morus, a qual apresentou consideravel atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, cuja atividade inibitéria foi similar a
vancomicina (TOSHIO; KIYOSHI; SUMIO, 2005).

As atividades das folhas e das raizes sdo mais estudadas que os frutos. As
folhnas de M. nigra apresentam compostos pertencentes a classe dos triterpenos e
esteroides, sendo eles germanicol, acido betulinico e B- sitosterol, apresentando
atividade anti-iflamatéria em ratos (PADILHA, 2009; PADILHA et al., 2010), e
propriedades antinociceptivas em modelos de dor em camundongos foram
reportadas para o extrato diclorometano das folhas (SOUZA et al., 2000).

Na regido do Vale do Sao Francisco, o cha feito a partir das folhas é muito
utilizado para o tratamento de diabetes, colesterol, problemas cardiovasculares,
obesidade e gota. Na China e no Japao, algumas espécies do género Morus séo
cultivadas de forma abrangente ja que suas folhas servem como alimento para o
bicho-da-seda. Para a medicina tradicional chinesa, suas folhas tém sido utilizadas
como hepatoprotetor, tratamento de anemia e artrite, e também como hipotensor,
antipirético, analgésico, diurético, expectorante e antidiabético em razédo da 1-
desoxinojirimicina pertencer a sua estrutura bioquimica, a qual € conhecida como um
dos inibidores da a-glucosidase (PADILHA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2013).

O cha das folhas de M. nigra mostraram também efeitos como repositor

hormonal, aliviando os sintomas do climatério, efeito este relacionado a presenca de
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constituintes flavonoidicos (isoflavonas), no entanto, os mesmos ainda ndo foram
identificados nas folhas da amoreira (MIRANDA, 2010).As raizes podem apresentar
acao laxativa, vermifuga e sdo utilizadas no tratamento de hipertensédo e dores de
dente (VOLPATO et al., 2011).

O xarope dos frutos é til no tratamento de faringites e doencgas inflamatorias
do trato gastrointestinal (SENGUL; ERTUGAY; SENGUL, 2005), ja os frutos podem
ser Uteis na contencdo de sangramento e na inflamacao, e assim como as folhas e
cascas, sao descritos como laxativos, sedativos, expectorantes e calmantes
(ERCISLI; ORHAN, 2007).

O extrato acetdnico metandlico obtido da casca e do caule e o extrato
metandlico da madeira do caule de M. nigra apresentaram atividade antibacteriana
contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus flavus, Streptococcus
faecalis, Salmonella abony e Pseudomonas aeruginosa. O suco e o0 extrato aquoso
de frutos de M. nigra ndo inibiram o crescimento de B. subtilis, B. cereus,
Escherichia coli e Serratia marcescens, sendo o extrato metandlico eficaz contra o
desenvolvimento de B. subtilis e de B. cereus (GAZOLA, 2014).

Figura 14. Foto ilustrativa do fruto inteiro (A) e partes aéreas (B) de Morus nigra.

Fonte: Foto Autor

3.3.11 Opuntia ficus-indica

Opuntia pertence a familia Cactaceae com cerca de 170 géneros, de
distribuicdo quase exclusivamente restrita as Ameéricas (JOLY, 2005). Sao plantas
xeréfilas que compreendem cerca de 2.000 espécies e crescem principalmente em
zonas aridas e semiaridas (SHEDBALKAR et al., 2010), esta planta possui uma
grande adaptabilidade podendo ser encontrada em locais com climas diferentes,

como o continente da Africa, América e Australia. Esta grande adaptabilidade ao
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clima € uma das suas principais carateristicas, no entanto, apenas 10 a 12 espécies
sao utilizadas para producédo de alimentos e corantes (STINTZING; CARLE, 2005;
ALIMI et al., 2012; SEMEDO, 2012).

Sao atribuidas denominagfes comuns em diferentes paises para a O.ficus-
indica: na Espanha denomina-se higo de indicas, em Portugal figo da india, figueira
da india, piteira ou figo do diabo, na Italia fico d’India, Franca figue de Barbarie, EUA
e Africa do Sul Prickly pear ou Cactus pear e no Brasil palma forrageira (SEMEDO,
2012).

O fruto da O. ficus-indica (Figura 15) é uma baga carnuda com um namero de
sementes duras, a forma e o tamanho do fruto sdo variaveis, podendo ser ovoides,
redondos, elipticos com as extremidades cOncavas ou convexas. As cores também
podem ser diversas, vermelho, laranja, amarelo, verde, roxo, variando conforme as
regibes em que se encontram e a quantidade de betalainas que possuem (ALIMI et
al., 2012; SEMEDO, 2012).

O. ficus-indica é rico em agua (88-95%), seu pH varia entre os 5,3 e 7,1,
possui proteinas (0,99%), hidratos de carbono (0,24%), fibras (3,16%) e vitamina C
(22,56%) (ALVES et al., 2008). Foram encontrados nos frutos os acidos organicos
como o acido citrico e o acido malico (STINTZING; CARLE, 2005). Os frutos sao
também uma fonte importante de fitoquimicos como os flavonoides, acido ascérbico
e carotenoides (KUTI, 2004; STINTZING; CARLE, 2005; CAYUPAN; OCHOA;
NAZARENO, 2011) e de betalainas e taurina (PIGA, 2004).

Ao determinar a capacidade anitoxidante através do ensaio de ORAC da
casca e polpa de quatro extratos da espécie de Opuntia (O. ficus-indica; O.
lindheimeri; O. streptacantha e O. stricta v. stricta), foi evidenciado que os frutos sao
uma rica fonte de flavonoides totais, apresentando quercetina, kaempferol e
isoramnetina, indicando que os frutos sdo uma rica fonte de antioxidantes naturais
(KUTI, 2004).

Corroborando, com os estudos anteriores, Semedo (2012) identificou cerca de
30 compostos em sumos e extratos de O. ficus-indica, entre eles os acidos: citrico,
malico, quinico, succinico, piscidico, eucémico, cafeico, ea quercetina e
isoramnetina e alguns derivados. Os valores obtidos indicam que estes compostos
contribuem de forma expressiva para a atividade antioxidante do fruto. Foram
detectadas ainda, betalainas, pigmentos carateristicos e ja descritos, a indicaxantina

e a betanina.
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Alguns autores mencionam que a planta parece apresentar potencial para a
prevencdo de muitas doencas devido as propriedades bioldgicas que exibe, como:
atividade antioxidante e antiproliferativa, anti-cancerigena, antiulcerogénica e
neuroprotetora. Além disso, a planta tem sido também utilizada no tratamento de
gastrite, hiperglicemia, arteriosclerose e diabetes. Na China pode ser usada para
combater inflamagdes e dores (STINTZING; CARLE, 2005; FEUGANG et al., 2006;
ALIMI et al., 2012).

Tradicionalmente, o caule de O. ficus-indica tém sido usado pela populacéo
japonesa para curar feridas. Park e Chun (2001) comprovaram atividade cicatrizante
guando verificaram que o0 extrato metandlico do caule de O. ficus-indica e
respectivas fracées (hexano e acetato de etila) mostraram atividade significativa para
a cicatrizacao da ferida, quando administrados por via topica em ratos.

Wiese e colaboradores (2004) estudaram o efeito da casca do fruto sobre a
melhora dos sintomas de ressaca. Para tanto foi realizado um estudo duplo-cego,
placebo-controlado com 64 pessoas. Os resultados mostraram reducao significativa
dos sintomas de ressaca como nauseas, perda de apetite e boca seca em

comparacao com o grupo placebo.

Figura 15. Foto ilustrativa do fruto inteiro (A) e partido (B) de Opuntia ficus-indica.

A

B

Fonte: Foto Autor

3.3.12 Plinia edulis (Vell.) Sobral

Plinia edulis pertence a familia Myrtaceae. E uma arvore frutifera endémica do
Brasil (cresce a partir de Rio de Janeiro para Santa Catarina), nativa da zona
litordanea da Mata Atlantica. Seu fruto fez parte cotidiana dessa regiao até a primeira
metade do século XX, mas hoje é pouquissimo conhecido. Alcanca 5 a 10 metros de
altura, possui frutos (Figura 16) comestiveis e suculentos, popularmente conhecido
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como: cambucé ou cambucazeiro (LORENZI etal., 2009; ISHIKAWA et al., 2008a;
ISHIKAWA et al., 2008b).

Muitas espécies de Myrtaceae, incluindo P. edulis, tém propriedades
farmacoldgicas e séo utilizados como hipoglicemiantes e agentes terapéuticos contra
problemas de estdbmago e infeccbes de garganta (ISHIKAWA et al., 2008a;
DONATO; MORRETES, 2013). Foram demonstrados efeitos gastroprotetores do
extrato etandlico aquoso de suas folhas e fracbes (ISHIKAWA et al., 2008b;
ISHIKAWA et al., 2014). J4 foram identificados no extrato etandlico das folhas de P.
edulis terpenos (B-amirina, acido oleandlico, acido ursdlico, acido maslinico, acido
corosolico, lupeol), flavonoides (quercetina, quercetrina, miricetina) e &cido gélico
(ISHIKAWA et al., 2008b, ISHIKAWA et al., 2014).

Apel et al. (2006b) analisando a composicdo do 6leo essencial de quadro
espécies de Plinia, evidenciaram que os compostos majoritarios dos Oleos destas
espécies sdo 0s sesquiterpenos, oOxido de cariofileno e germacreno B, que
apresentam maiores teores nos meses mais frios, podendo sofrer um rearranjo a
temperaturas mais elevadas. Em estudo da P. edulis foi encontrado Oxido de
cariofileno (39,3%), e espatulenol (11,9%) em maiores porcentagens.

Carvalho, Ishikawa e Gouvéa (2012) avaliando o extrato aquoso de folhas
secas da P. edulis quanto ao seu postencial antioxidante in vitro e de citotoxicidade
para células de adenocarcinoma de mama humana, evidenciaram atividade
citotOxica para as células tumorais de mama MCF-7 que foi atribuida aos
antioxidantes presentes na planta, podendo indicar papel quimiopreventivo do
extrato.

O extrato hidroetandlico das folhas de P. edulis foi avaliado quanto ao perfil
fitoquimico e a atividade antimicrobiana procurando-se correlacionar os metabdlitos
secundarios ao uso tradicional. Foram identificados 15 componentes no o6leo
essensial sendo os majoritarios o epi-a-cadinol, o a-cadinol e o trans-cariofileno. A
triagem fitoquimica evidenciou ainda, presenca de substancias de interesse
farmacoldgico (flavonoides, taninos, saponinas e terpendides). No entanto, o extrato
nao inibiu o crescimento de Aspergillus niger, Candida albicans, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus na concentracdo de até 1.000 mg/mL (ISHIKAWA et al.,
2008a).

Ishikawa e colaboradores (2014) analisaram a atividade antioxidante das

fracOes polares do extrato de P. edulis pelo método DPPH e contetdo fendlico total
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pelo método Folin-Ciocaulteau. A fracdo acetato de etila e a fragdo metandlica
apresentaram altos teores de fendlicos totais: 52,2 + 0,4% e 453 + 0,9%
respectivamente. A atividade antioxidante mostrada por ambas as fracGes foi
igualmente elevada com ECsp de 2,5 £ 0,1 pg/mL, quando comparada ao controle

positivo (rutina - ECso de 7,9 + 0,5 pg/mL).

Figura 16. Foto ilustrativa do fruto inteiro (A) e partido (B) de Plinia edulis.

Fonte: Foto Autor

3.3.13 Rubus niveus Thunb.

Rubus niveus pertence a familia Rosaceae que compreende cerca de 100
géneros e 3000 espécies, de ampla distribuicdo nas regides temperadas do
hemisfério norte (JOLY, 2005; LORENZI et al., 2009; MOURA, 2013). Esta
representada na flora brasileira, por apenas 5 géneros, de distribuicdo
marcadamente sulina (JOLY, 2005; SOUZA; LORENZI, 2005). Na regido Sul do
Brasil o género Rubus, € apresentado pela espécie R. rosifolius e encontrada nos
trés estados: Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (CORADIN; SIMINSKI,
REIS, 2011).

Popularmente conhecida como framboesa negra, adapta-se bem nas regides
de inverno ameno e com temperaturas moderadas. E um arbusto espinhoso que tem
talos esbranquicados pequenos, com flores arranjadas que produzem
frutospequenos (Figura 17), com coloragdo purpura a negra (PARMAR; KAUSHAL,
1982; SILVA et al., 2012). Os frutos séo saborosos, suculentos e adocicados, esta
espécie possui grande potencial para a utilizacdo em geleia, sucos e outros
derivados ou até mesmo para consumo in natura (RASEIRA et al., 2004).

O género Rubus destaca-se pelo uso popular. Tradicionalmente suas folhas

sdo usadas em infusos com finalidade terapéutica, para o tratamento de varias
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afeccBes. Nesse contexto, as espécies tém sido objeto de varios estudos cientificos,
visando o isolamento de novas moléculas e compostos bioativos para a avaliacdo
bioldgica e do potencial farmacolégico (PATEL; ROJAS-VERA; DACKE, 2004).

Estudos farmacologicos confirmaram que o género Rubus possui varias
indicagbes populares, incluindo atividade antimicrobiana, antifungica, antidiabética e
antinoceptiva. Além disso, h4 uma grande ocorréncia de diferentes classes de
compostos, destacando-se os terpenoides, flavonoides e outros compostos fendlicos
(NIERO; CECHINEL-FILHO, 2008). O género possui ainda, grande potencial
antioxidante e anticancerigeno. A propdsito, o acido elagico presente nos
frutosapresenta acdo antimutagénica, além de ser um potente inibidor da inducdo
guimica do cancer (SCHAKER; ANTONIOLLI, 2009).

Maro et al. (2013) ressaltam que R. niveus constitui uma rica fonte de
minerais, como nitrogénio, potassio, ferro e manganés, além de quantidade
significativa de compostos bioativos. George et al. (2013a), estudando o extrato das
folhas de R. ellipticus (framboesa amarela) in vitro, observaram importante atividade
antioxidante, sendo na segunda andlise in vivo, constatada a efetividade dos
mesmos para a cicatrizacdo de feridas e efeitos antitumorais. Corroborando, George
et al. (2013b) comprovam a eficacia de R. niveus em processos inflamatorios e ainda
revelam que as raizes da planta apresentam atividade analgésica e antipirética.

Estudos realizados por pesquisadores do NIQFAR/UNIVALLI, avaliando alguns
géneros de Rubus, identificaram na R. imperialis a presenca de alguns terpenos e
derivados do acido elagico, como: acido 23-hidroxitorméntico-28-0-glicosideo, acido
23-hidroxitorméntico, acido 4'metil-3-O-metilelagico e &acido 3-O-metil-4’-O-a-
ramnose elagico (BELLA CRUZ et al., 2006). E nas partes aéreas de R. rosaefolius a
presenca de esteroides, como o estigmasterol, B-sitosterol livre e glicosilado, e os
triterpenos acido torméntico e 28-metoxitorméntico. Este ultimo quando avaliado em
camundongos no modelo de contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético e
modelo de dor induzida por formalina, apresentou-se eficaz em diminuir o processo
doloroso, incluindo a dor de origem inflamatéria e neurogénica (KANEGUSUKU et
al., 2007).

Outro estudo realizado pelo do NIQFAR,estudando as partes aéreas de R.
niveus, evidenciaram na analise quimica do extrato, a presenca do acido torméntico,
estigmasterol, quercitina glucurénido (miquelianina) e niga-ichigoside F1 como

compostos principais. Foi investigada também, a genotoxicidade in vivo e
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quimioprotecdo induzida por danos no DNA. O resultado demonstrou auséncia de
efeitos genotdxicos e mutagénicos, além de observar uma significativa reducéo de
danos no DNA nos grupos tratados com extratos da planta (TOLENTINO et al.,
2015).

Figura 17. Foto ilustrativa do fruto inteiro (A) e partes aéreas (B) de Rubus niveus.
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Fonte: Foto Autor

3.3.14 Solanum muricatum Aiton.

Solanum muricatum possui um fruto (Figura 18) exético, comumente
conhecido como meloncito, meldo-dos-Andes, péra meldo e pepino doce, pertence a
familia Solanaceae (SHATHISH; GURUVAYOORAPPAN, 2014). Embora seja nativo
para a América do Sul, também é cultivado na Australia, Nova Zelandia, EUA
(SUDHA et al., 2011) e india (SHATHISH; GURUVAYOORAPPAN, 2014).

O fruto maduro pode ser consumido como uma sobremesa, ou como um
ingredientede saladas de frutas, em sucos ou em sorvetes (MARTINEZ-ROMERO,;
SERRANO; VALERO, 2003). Os frutos apresentam baixa caloria, e alto percentual
de agua (92%), sdo ricos em minerais comocalcio, fésforo epotassio, contém
também vitaminas, como a tiamina, niacina, riboflavina, acido ascoérbico, ideais para
uma série de reacdes metabolicas e antioxidantes (PROHENS; RUIZ; NUEZ, 1999;
SUDHA et al., 2011). Além disso, S. muricatum apresenta polifendis, incluindo o
acido caféico, acido cinamico, acido cumarico, acido elagico, acido ferulico, acido
rosmarinico, epicatequina, miricetina, naringenina, quercetina e rutina (HSU et al,
2011).

S. muricatum tem sido reconhecido como um fruto comestivel com varios
usos medicinais devido a sua atividade antioxidante, antidiabética e propriedades

hipotensoras (SUDHA et al., 2012), e efeitos antitumorais de préstata, estbmago,
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figado e linhagens celulares de cancer de mama através da sua atividade citotoxica
(REN; TANG, 1999). Sudha et al. (2011) sugerem que o possivel mecanismo da
atividade biologica pode ser devido as caracteristicas antioxidantes, devido
possivelmente a presenca de polifendis nos extratos dos frutos.

Hsu e colaboradores (2011) avaliaram os efeitos protetores do extrato aquoso
de S. muricatum em modelo de ratos diabéticos. O extrato aquoso foi administrado a
1,2 a 4% durante 5 semanas. O tratamentos com extrato a 2% e 4% reduziu
significativamente a glicemia e formacéo de glutationa oxidada. Somente o extrato a
4% elevou significativamente as concentracdes de insulina plasmatica na quinta
semana, sugerindo que o extrato aquoso de S. muricatum poderia atenuar a
progressao da diabetes através de seus antioxidantes, efeitos anti-inflamatoérios e
antiglicativos.

Shathish e Guruvayoorappan (2014) avaliaram o efeito imunomodulador,
anticancerigeno e atividade anti-inflamatéria do extrato metandlico dos frutos de S.
muricatum em modelos in vivo, e verificaram que o extrato deste fruto estimula o
sistema hematopoietico, reforca a resposta imunolégica, aumenta as células
imunitarias, e € um potente inibidor da inflamacédo aguda e crbnica, podendo atuar

como agente anticancerigeno.

Figura 18. Foto ilustrativa do fruto inteiro (A) e partido (B) de Solanum muricatum.

Fonte: Foto Autor

3.4 Aspectos gerais relacionados a gastrite e Ulcera péptica

O termo gastrite € utilizado para descrever um conjunto de doencas
relacionadas com processos inflamatérios na mucosa gastrica, cuja etiologia é
multifatorial. E classificada de acordo com os fatores predisponentes, exégenos e
enddgenos, e as manifestacdes podem ser agudas ou crénicas, além de afetarem
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diferentes locais do trato gastrintestinal (SEPULVEDA; PATIL, 2008; RUGGE et al.,
2011).

A doenca ulcerosa péptica € caracterizada por uma lesdo profunda na
mucosa gastrintestinal, secundaria a acdo do acido gastrico e da pepsina, e
geralmente ocorre no estbmago e/ou duodeno, e na porcao inferior do eso6fago
quando relacionada a doenca do refluxo gastroesofdgico (RAMAKRISHNAN;
SALINAS, 2007; PAHWA; KUMAR; KOHLI, 2010).

Asdesordens gastricas sdo um importante problema de saude publica, cuja
incidéncia e prevaléncia s&do crescentes.Nao possuemuma etiologia bem
compreendida, porém, sabe-se que seu desenvolvimento € devido a perda do
equilibrio entre os fatores gastroprotetores e fatores agressores, cuja lesdo sobre a
mucosa e o0 epitélio desencadeia processos inflamatérios e de necrose
(SEPULVEDA,; PATIL, 2008; ARAUJO, 2012).

Tanto a gastrite quanto a Ulcera péptica podem estar associadas a fatores
enddgenos como doencas autoimunes e hipersecrecao gastrica, além de fatores
exdégenos como: qualidade de vida, estresse, consumo de 4alcool, cafeina,
medicamentos irritantes para a mucosa gastrica (ex. bifosfonatos), anti-inflamatérios
nao esteroidais (AINES), infeccdo pela bactéria Helicobacter pylori (H. pylori), entre
outros (PAHWA; KUMAR; KOHLI, 2010; DEORE et al., 2011).

A infeccdo por H. pylori € apontada como o principal fator etiologico da Ulcera
gastrica, com 75% dos casos associados a presenca dessa bactéria. A erradicacao
de H. pylori é eficiente na reducao das taxas de recidiva de Ulceras (NAPOLITANO,
2009; COELHO, 2013). O segundo maior fator etiolégico da Ulcera gastrica é a
utilizacdo de AINEs. Esses farmacos séo utilizados clinicamente para o tratamento
de processos inflamatérios, e atuam inibindo a enzima ciclo-oxigenases (COX),
limitando a conversdo do acido araquiddnico em prostaglandinas (PGs), tanto
inflamatorias quanto constitutivas, como PGE;,, que estimulam a secre¢cdo de muco
e bicarbonato exercendo efeitos protetores na parede gastrica, e por isso, o principal
efeito colateral destes farmacos é a reducdo na barreira gastropotetora(PAHWA,
KUMAR; KOHLI, 2010; VELOZ;, PERERA; DORVIGNY, 2012). Estima-se que
usuarios cronicos de anti-inflamatorio nao-esteroidal (AINES) tem 46 vezes mais
risco de desenvolver Ulcera géastrica que a média da populagcédo, e a prevaléncia
nesse grupo é de 9 a 13% (CASTRO et al., 2009).
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A terapia farmacoldgica de gastrites e Ulceras consiste na neutralizacdo do
acido géstrico (antiacidos), na supresséo da secrecao acida induzida por farmacos
inibidores da bomba de prétons (ex. omeprazol) e de antagonistas dos receptores H,
de histamina (ex. ranitidina), e quando ha infeccdo por H. pylori é associado 0s
antibacterianos (SCHROETER et al., 2008; PAHWA; KUMAR; KOHLI, 2010). Esses
farmacos atuam predominantemente minimizando os fatores lesivos da mucosa, e
essa terapia esta associada ao surgimento dos efeitos adversos, principalmente
decorrentes do uso cronico, e em muitos casos, ocorre a recidiva das manifestacdes
dispépticas quando ha interrup¢cédo do uso dos farmacos (ESPINOZA, 2011; SILVA,
2012).

Dentre os efeitos adversos de uso crénico de supressores acidos, destacam-
se: reducdo na absorcdo de calcio e vitamina Bj,, infeccBes respiratorias e
intestinais, desenvolvimento de gastrite atréfica (precursora de cancer), aumento no
risco de fraturas O6sseas, como coluna e punho em mulheres pds-menopausicas
(WANNMACHER, 2004; HOEFLER; LEITE, 2009). Esses farmacos podem
desencadear reacbes adversas graves, porém, sdo de rara ocorréncia, como:
hipersensibilidade, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, arritmia, hiponatremia,
hipocalemia, hipomagnesemia, pancreatite e sindrome de Stevens-Johnson
(DONATINI et al., 2009; HOEFLER; LEITE, 2009; BRAZ; OLIVEIRA; VIANA, 2013).

No que tange aos agentes antillceras, tém sido realizados estudos para
explorar novos alvos farmacoldgicos de fontes naturais, e a atividade de diversos
compostos quimicos isolados de vegetais tem sido determinadas (OLIVEIRA et al.,
2011b). Sendo assim, é um grande desafio a pesquisa, o desenvolvimento de
agentes antiulcerosos mais eficazes, que visam ndo somente a supressao acida,
mas também o estimulo das respostas gastroprotetoras (DANTAS, 2012).

Como agentes gastroprotetores naturais, a literatura e o uso popular, citam o
suco de Brassica oleracea “couve-manteiga” (LEMOS et al., 2011; AWAAD,; EL-
MELIGY; SOLIMAN,2013) e cha de Maytenus ilicifolia, “espinheira-santa” (SANTOS-
OLIVEIRA; COULAUD-CUNHA; COLACO, 2009).

Como ja reportado, as plantas possuem constituintes formados a partir do
metabolismo secundéario. Dentre estes metabolitos, os flavonoides, alcaloides,
taninos e terpenoides, tém apresentado atividade antillcera bastante significativa,
demonstrando o grande potencial das plantas medicinais como fontes alternativas

para o tratamento de gastrites e Ulceras pépticas (DONATINI et al., 2009; BRAZ,;
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OLIVEIRA; VIANA, 2013: PAGUIGAN; CASTILLO; CHICHIOCO-HERNANDEZ,
2014).

3.5 Aspectos gerais relacionados a dor

De acordo com a International Association for the Study of Pain (IASP), a dor
pode ser conceituada como - uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada a um dano tecidual presente ou potencial, ou descrita nos termos de tal
lesdo (STEEDS, 2009).

A distingdo entre a dor e a nocicepcao € fundamental para a compreensao
adequada dos processos envolvidos nestes fenbmenos.Ao descrever dor como uma
“experiéncia”, faz-se necessario uma distincdo em relacdo a nocicepcdo. Esta se
refere ao processo neuronal envolvendo a transdugéo e transmisséo de um estimulo
doloroso ao encéfalo, enquanto que a dor ja envolve uma relacdo com diversos
outros sistemas sinalizadores e moduladores do Sistema Nervoso Central (SNC),
além de abranger a percepcéo Unica de cada individuo ao estimulo (STEEDS, 2009;
KLEIN-JUNIOR, 2011).Assim “dor” e “nocicepg¢do” ndo devem ser confundidas, pois
uma pode ocorrer sem a outra (LOESER; TREEDE, 2008).

Nocicepc¢ao é o processo pelo qual estimulos nocivos sao detectados por uma
subpopulacdo de fibras nervosas periféricas especializas, denominadas de
nociceptores (BASBAUM et al., 2009). A nocicepcao € uma sensagao como o tato, a
audicdo, a visdo, enquanto a dor é a percepcdo desta sensacdo associada ao
componente emocional (LOESER; TREEDE, 2008).

Como a dor é uma experiéncia sensorial multidimensional, intrinsicamente
desagradavel, pode variar de intensidade (leve, moderada ou grave), qualidade
(aguda, afiada, ardor, macante), duracao (transitoria, intermitente ou persistente), ou
localizacédo (superficial, profunda, localizada ou difusa) (WOOLF, 2004; RAMOS,
2012).

A dor pode ser classificadaquanto a duragdo em transitéria, aguda ou crénica
(McCURDY; SCULLY, 2005; BRENNAN; CARR; COUSINS, 2007). A dor aguda
pode ser descrita como sendo uma resposta normal e fisiolégica a alguma forma de
estimulo nociceptivo. Muitas vezes é descrita como uma reacdo importante do

organismo, permitindo identificar um desequilibrio homeostatico, indicando que
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alguma atitude deve ser tomada em relacdo a fonte geradora do estimulo, neste
caso a dor é dita nociceptiva (MEYR; STEINBERG, 2008).

A dor aguda pode ser caracterizada ainda, por ser de curta duracao,
desaparecendo apos a leséo, tendo causa e localizacdo definida. Na dor transitoria a
ativacdo dos nociceptores acontece independente da existéncia ou ndo de qualquer
dano tecidual, sendo este tipo de dor responsavel pela protecdo do organismo frente
a possiveis danos fisicos oriundos de estresse tecidual ou mesmo ambiental (MEYR;
STEINBERG, 2008; GRASSI, 2011). Entretanto, apesar de muitas vias de
sinalizacdo serem as mesmas ja descritas para a dor aguda, a dor cronica passa a
ser considerada um processo patolégico (MEYR; STEINBERG, 2008; KLEIN-
JUNIOR, 2011), que dura mais que o periodo normal de cura e recuperacdo (MEYR;
SAFFRAN, 2008; GRASSI, 2011). E tipicamente de origem inflamatéria ou
neuropatica, sendo caracterizada pelo aumento da percepcdo dolorosa a um
estimulo nociceptivo (hiperalgesia) e pela percepcao alterada de estimulos tateis e
térmicos (alodinia) (VANDERAH, 2007; KLEIN-JUNIOR, 2011).

Hiperalgesia é um termo psicofisico, que atualmente é proposto para designar
todas as condi¢des de sensibilidade dolorosa aumentadas. Dessa forma, a definicao
de hiperalgesia esta em paralelo com aquela do termo fisiol6gico
“hipersensibilizagdo”. A hiperalgesia, geralmente ocorre em processos inflamatérios
agudos ou crbnicos passando a ser um dos sintomas em processos dolorosos como
a dor neuropatica (IRWIN , 2011; RAMOS, 2012).

Fisiologicamente ainda pode-se classificar a dor em trés tipos distintos:
nociceptiva, inflamatéria e neuropética (SALTER, 2005). A dor nociceptiva € um
sistema de alerta fisiolégico de protecdo, essencial para detectar e minimizar o
contato com os estimulos nocivos. A dor inflamatoria resulta basicamente da
interac&o entre o tecido danificado e os neurbnios sensoriais nociceptivos periféricos
por meio da participacdo de mediadores inflamatoérios (RIBEIRO et al., 2000; DUBIN;
PATAPOUTIAN, 2010; GRASSI, 2011).

A dor neuropatica, pode ser definida como dor resultante de lesédo primaria ou
disfuncdo do SNC e periférico (HANSSON, 2005). Pode ser provocada por
quaisquer lesdes nas raizes e nervos periféricos, na medula espinhal, no tronco
cerebral e no encéfalo. Os sinais e sintomas podem flutuar em intensidade com o
tempo, suas principais caracteristicas sdo a presenca de dor espontanea ou dor

provocada por estimulos ndo nocivos nos locais afetados, combinagcédo paradoxal de
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perda sensitiva e hiperalgesia na area dolorosa, dor paroxistica e aumento gradual
da dor com a estimulagao repetitiva (NOGUCHI; OKUBO, 2011; GRASSI, 2011).

Epidemiologicamente, a dor pode ser considerada uma sindrome mundial,
pois causa grande impacto a saude dos individuos, aos servicos de saude e a
sociedade de forma geral (SMITH; MACFARLANE; TORRANGE, 2007). O
tratamento da dor, especialmente a cronica, é limitado, geralmente envolvendo o uso
de AINEs e as vezes de farmacos de acdo central, como opiodides,
anticonvulsivantes ou antidepressivos (MARCHAND, 2008; KLEIN-JUNIOR, 2011).
O uso de tais medicamentos acarreta em uma seérie de efeitos adversos, além de
sua baixa eficicia, 0 que muitas vezes acaba por reduzir a adesao ao tratamento.

Os produtos naturais ou derivados dos mesmos, historicamente, levaram a
descoberta de muitos medicamentos clinicamente Uteis na terapéutica atual
(CRAGG; NEWMAN, 2013). Estes dados mostram que os produtos naturais S&o
uma fonte valiosa na descoberta de novos padrdes moleculares bioativos, e 0s
desafios dos pesquisadores, portanto, € identificar novas moléculas, elucidar o seu
mecanismo de acdo e propor o seu uso terapéutico (BARREIRO; VIEGAS;
BOLZANI, 2006).

3.6 Aspectos gerais relacionados ao céancer

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2014), o cancer pode
ser definido como um conjunto de mais de 100 tipos diferentes de doengas que tém
em comum o crescimento desordenado de células anormais que invadem os tecidos
e orgaos, podendo espalhar-se para outras regifes do corpo.

A modificacdo no estilo de vida da populacdo, destacando a adocéo de
habitos de vida ndo saudaveis, é significativa no aumento de novos casos de cancer
na populagdo mundial (MATOS; PELLOSO; CARVALHO, 2010). Além disso, sua
origem se d& por condigbes multifatoriais. Esses fatores causais podem agir em
conjunto ou em sequéncia para iniciar ou promover o cancer (INCA, 2014).

Os fatores externos em conjunto, equivalem 80 a 90% da incidéncia dos
casos, sendo estes inerentes ao ambiente, caracterizando-se pelo estilo de vida,
habitos alimentares, inatividade fisica, tabagismo, etilismo, medicamentos, entre

outros. Esses fatores conduzem nao somente de forma direta ao cancer, como de
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maneira indireta através de outras patologias associadas como, por exemplo, a
obesidade (IKEMORI et al., 2003; BRENNAN et al., 2010).

Apesar da distribuicdo epidemiolégica do cancer ser heterogénea, €
considerado a primeira causa de mortalidade a nivel mundial. No Brasil, € a segunda
maior causa de mortalidade (GAROFOLO et al, 2004; GAZOLA;
SCHIEFERDECKER, 2007). A estimativa aponta para o ano de 2015, a ocorréncia
de aproximadamente 576 mil casos novos, sendo o cancer de pele do tipo néo
melanoma (182 mil casos novos) 0 mais incidente na populacéo brasileira, seguido
pelos tumores de prostata (69 mil), mama feminina (57 mil), c6lon e reto (33 mil),
pulmao (27 mil), estdmago (20 mil) e colo do utero (15 mil) (INCA, 2014).

Segundo Garofolo et al. (2004) no mundo percebe-se diferencas na incidéncia
de casos de cancer, ndo se restringindo apenas a nivel global, mas também esta
presente entre as regides brasileiras, nas quais o Sul e Sudeste apresentam taxas
mais elevadas de incidéncia perante o Norte e Nordeste, enquanto o Centro-Oeste
possui valores intermediarios (INCA, 2014). Tal distincdo se deve aos fatores que
contribuem para o desenvolvimento do cancer nas populacdes, pois as alteracées
fisiolégicas da enfermidade sdo devidas a interagBes dos fatores de risco tanto
endégenos quanto exdgenos (IKEMORI et al., 2003; MATOS; PELLOSO;
CARVALHO, 2010).

No Brasil, a distribuicdo dos diferentes tipos de cancer sugere uma transicao
epidemioldgica em andamento (INCA, 2006). Guerra, Gallo e Mendonca (2005),
ressaltam que o processo de transicdo epidemioldgica, associado a transicao
nutricional, estabelecido no pais, vem refletindo em novos casos oncoldgicos.

E nitido o aumento da prevaléncia de canceres associados ao melhor nivel
socioeconémico (mama, prostata e colon e reto), simultaneamente, temos taxas de
incidéncia elevadas de tumores geralmente associados a pobreza (colo do Utero,
pénis, estbmago e cavidade oral). Esta distribuicdo certamente resulta de exposicao
diferenciada a fatores ambientais relacionados ao processo de industrializagao,
como agentes quimicos, fisicos e bioldgicos, e das condi¢bes de vida, que variam de
intensidade em funcéo das desigualdades sociais (INCA, 2006).

O passo fundamental para o tratamento adequado do cancer € o diagnostico
precoce, incluindo oestadiamento, no qual se baseard o planejamento terapéutico.
Os diagnésticos precoces, que incluem estratégias de rastreamento, aumentam a

possibilidade de cura para alguns canceres e reduzem a morbidade resultante da



60

doenca e de seu tratamento. As metas sao, principalmente, cura, prolongamento da
vida util e melhora da qualidade de vida. As principais modalidades de tratamento
sdo a cirurgia e a radioterapia/quimioterapia (incluindo manipulacdo hormonal)
(INCA, 2006; RODRIGUES, POLIDORI, 2012).

Os produtos naturais continuam sendo uma das principais fontes de
substancias ativas utilizadas clinicamente como quimioterdpicos (CRAGG;
NEWMAN, 2013). As plantas tém uma longa historia de uso no tratamento de
cancer. Na década de 60, o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos,
promoveu, um programa de triagem em larga escala, na busca de quimioterapicos.
Entre 1960 e 1982, foram testadas 35.000 plantas, dando origem a varios farmacos.
Como consequéncia, mais de 60% dos agentes anticancer utilizados hoje séo
provenientes de produtos naturais, incluindo plantas, microorganismos e organismos
marinhos (CRAGG; NEWMAN, 2005; CRAGG; NEWMAN, 2013).

Um dos principais motivos que faz dos produtos naturais fontes ricas de
compostos com potencial terapéutico é que grande parte deles sdo metabdlitos
secundarios produzidos pelos organismos com a funcdo de defesa, podendo ser
toxicos e, portanto, com potenciais antiproliferativos ou irritativos (CRAGG;
GROTHAUS; NEWMAN, 2009). Campos et al. (2014), ressaltam que a busca de
novas terapias anticancer vem crescendo significativamente nas Ultimas décadas, e
gue inumeras plantas brasileiras nativas e exoéticas vém sendo avaliadas a fim de

descobrir o seu potencial anticancerigeno.

3.7 Aspectos gerais relacionados a atividade antimicrobiana

O uso inadequado ou abusivo de angentes antimicrobianos € o principal
causador de microorganismos resistentes (POWERS, 2004).A resisténcia
antimicrobiana tem causado varios problemas terapéuticos, visto que algumas
bactérias apresentam resisténcia intrinseca a varios antimicrobianos e também
sofrem mutacdes genéticas causando problemas ainda mais graves de resisténcias
(BUSH, 2004). Powers (2004), ressalta que para o tratamento de uma doenca
infecciosa seja bem sucedido, deve-se primeiramente escolher o antimicrobiano
adequado para o microorganismo causador da patologia.

Para o combate das infecgcbes, especialmente frente aos microorganismos

resistentes, deve-se fazer o uso de novas tecnologias para o desenvolvimento de
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novos antimicrobianos mais eficazes que possibilitem a prospeccdo de novas
classes de moléculas naturais e/ou sintéticas capazes de neutralizar ou de danificar
0 patdgeno-alvo ao invés de inviabiliza-lo geneticamente, inibindo assim o
desenvolvimento de resisténcia (GIBBONS, 2005; MELIM et al., 2013).

A resisténcia a agentes antimicrobianos € grave e preocupante e requer ndo
somente o desenvolvimento de novas substancias antimicrobianas, mas também
novas abordagens para o tratamento de infec¢cdes bacterianas (doencas infecciosas)
(GARBIN, 2011). Na era contemporanea o fendmeno da multirresisténcia dos
microorganismos e da iminente ineficacia dos medicamentos utilizados na
terapéutica convencional, tem remetido 0s pesquisadores a buscar novas
alternativas de terapias mais eficientes e com menos efeitos colaterais (PAVANELLI;
GARCIA, 2013).

O avanco da ciéncia farmacéutica levou ao surgimento de diversos
antimicrobianos, com espectro de agéo cada vez mais amplo (PAVANELLI; GARCIA,
2013). Pesquisas com plantas tém comprovado seu potencial antimicrobiano no
tratamento de varias doencas infecciosas.Isso faz com que as pesquisas sobre a
atividade antimicrobiana, mecanismo de acdo e potenciais de usos sejam
recuperadas (LIMA et al., 2006). As doencas infecciosas quando tratadas com
plantas medicinais, apresentam uma diminuicdo de efeitos colaterais quando
comparados com antimicrobianos sintéticos (BELLA CRUZ et al., 2010).

A atividade antimicrobiana apresentada por medicamentos vegetais pode ser,
geralmente, em funcdo da presenca de taninos (SCALBERT, 1991), flavonoides
(CUSHNIE; LAMB, 2006), terpenos (POPOVA et al, 2009), saponinas
(THANIGAIARASSU; KANNABIRAN; KHANNA, 2009) e ou alcaloides (DENG et al.,
2011). O processo enzimatico responsavel pela sintese dos compostos bioativos é
altamente especializado e complexo, utiliza varias enzimas que possibilitam a
biossintese de metabdlitos com atividade antimicrobiana, antifingica e
antiparasitaria. Dessa forma, muitos dos principios ativos utilizados
farmacologicamente, sdo na verdade compostos téxicos, cujas funcbes sdo de
defesa contra a predacéo de determinados organismos (SILVA et al., 2009).

Uma vez que as plantas medicinais produzem uma variedade de substancias,
fazem-se necessarias pesquisas de triagem sobre a atividade antimicrobiana,
mecanismo de acéo e potenciais de usos, a fim, de identificar compostos candidatos

para o dessenvolvimento de novos antibidticos.



4 MATERIAL E METODOS

As plantas frutiferas foram selecionadas para o trabalho devido ao uso
popular na regido de Santa Catarina, epor algumas ja serem domesticadas e
cultivadas para o consumo in natura.

O presente trabalho foi desenvolvido em diferentes etapas, conforme descrito.
O estudo dacaracterizacdo fitoquimica das plantas frutiferas silvestres para o
isolamento e identificacdo dos principais principios ativos, estudo in vitro (atividade
antimicrobiana e antiproliferativa) e in vivo (atividade antinociceptiva e
gastroprotetora) com extratos brutos metandlicos de algumas partes das 14 plantas
frutiferas selecionadas: Abuta selloana, Campomanesia reitziana, Cyphomandra
betacea, Eugenia brasiliensis, Eugenia mattosii, Inga vera, Marlierea tomentosa,
Myrcianthes pungens, Monstera deliciosa, Morus nigra, Opuntia ficus-indica, Plinia

edulis, Rubus niveus e Solanum muricatum.

4.1 Obtencao das plantas frutiferas

A Tabela 01 apresenta as plantas frutiferas silvestres selecionadas para o
trabalho, a identificacdo em relacdo ao nome cientifico e popular, familia e origem,
n° da exsicata, local e data de coleta, bem como, as partes utilizadas para a
preparacdo dos extratos.

As espécies foram identificadas/autenticadas pelo Prof. Oscar B. lza
(UNIVALI), e as exsicatas encontram-se depositadas no Herbario Barbosa

Rodrigues no municipio de Itajai — SC.


http://florabrasiliensis.cria.org.br/search?taxon_id=6612

Tabela 01. Identificacdo das plantas frutiferas silvestres selecionadas.
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Foto Nome Nomes Familia/ N° Local/Data Partes
Cientifico Populares Origem Exsicata Coleta Utilizadas
Abuta Abuta, baga- | Menisperma- | V.C. Filho Marjor Fruto inteiro
selloana de-caboclo, ceae 92 Gercino/SC Casca
(Benth.) pitomba-de- . 09/09/12 Semente
Eichler cip6 me\{a - Polpa
endémica do Galhos
Brasil Folhas
Campoma- Guabiroba Myrtaceae V.C. Filho Itajai/SC Fruto inteiro
nesia Guavirova . 95 16/10/12
reitziana D. | Guabiroba- Nativa -
Legrand morango endemlc'a do
Brasil
Cyphoman- | Tomate de Solanaceae | V.C. Filho Itajai/SC Fruto inteiro
dra betacea Arbol . 107 13/11/12 Casca
Naturalizada- Polpa
nao
endémica do
Brasil
Eugenia Grumixama Myrtaceae V.C. Filho Camboriu/ Polpa e
brasiliensis . 110 SC 12/12/12 Casca
Lam. Nativa — Semente
endémica do
Brasil
Eugenia Cerejinha Myrtaceae | V.C. Filho Itajai/SC Fruto inteiro
mattosii D. _ 94 11/09/12
Legrand Nativa —
endémica do
Brasil
Inga vera Inga-banana Fabaceae V.C. Filho Itajai/SC Polpa
Willd Subfamilia 114 05/02/13 Semente
Mimosoideae Casca
Nativa — ndo
endémica do
Brasil
Marlierea | Guaparanga, Myrtaceae V.C. Filho | Camborit/SC | Polpa (fruta
tomentosa | garapuruva, ) 98 29/10/12 madura)
Camb. garapuruna Nativa — Semente
endémica do (fruta
Brasil madura)
Casca (fruta
madura)
Polpa (fruta
semi-
madura)
Semente
(fruta semi-
madura)
Casca (fruta
semi-
madura)
Polpa e
Casca (fruta
verde)
Semente
(fruta verde)
Galhos
Folhas

Continuacéao...


http://florabrasiliensis.cria.org.br/search?taxon_id=6612
http://florabrasiliensis.cria.org.br/search?taxon_id=6612
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Foto Nome Nomes Familia/ N° Local/Data Partes
Cientifico Populares Origem Exsicata Coleta Utilizadas
Myrcianthe Guabiju Myrtaceae | V.C. Filho | Urussanga/ Fruto inteiro
S pungens Guabiroba- . . 152 SC Polpa

(O. Berg) acu Nativa — n&o 05/12/13 Casca
D. Guabija-agi | endémica do Semente
Legrand Ibarit Brasil Galhos
Ibaviu Folhas
Monstera Abacaxi-do- Araceae V.C. Filho Itajai/SC Polpa
deliciosa mato, 119 19/02/13 Casca
Liebm.* Banana-do-
mato,
Costela de
Adéao
Morus Amora Preta, Moraceae V.C. Filho Itajai/SC Fruto inteiro
nigra* Mulberry 96 02/10/12
Opuntia Figo da India | Cactaceae | V.C. Filho Itajai/SC Polpa
ficus-indica 123 26/03/13 Casca
Naturalizada-
nao
endémica do
Brasil
Plinia Cambuca Myrtaceae Camborid/SC Polpa
edulis . V.C. Filho 23/03/13 Semente
(Vell) Nativa — 121 Casca
Sobral endémica do
Brasil
Rubus Framboesa Rosaceae | V.C. Filho Itajai/SC Fruto inteiro
niveus negra 101 30/10/12
Thunb.*
Solanum Meloncito, Solanaceae | V.C. Filho Itajai/SC Fruto inteiro
muricatum Melédo-dos- 78 30/08/12
Aiton* Andes,
Pepino doce

* Dados ndo encontrados na Lista de Espécies da Flora do Brasil (2015).

4.2 Analise fitoquimica

Os extratos das espécies descritas na Tabela 1 foram preparados no

Laboratério de Fitoquimica do Curso de Farmacia da UNIVALI. As diferentes partes

das plantas frutiferas frescas foram separadas levando em consideracdo suas

caracteristicas e quantidades, picadas manualmente e submetidas separadamente a

um processo de maceragdo com metanol, a temperatura ambiente por um periodo

de uma semana, em vidraria vedada e ao abrigo da luz. Apds filtracdo, o solvente foi

removido por destilacdo em rotaevaporador sob pressao reduzida com temperaturas

entre 45° a 50° C. Este processo foi realizado para cada parte das plantas frutiferas

selecionadas (Figura 19). As folhas e os galhos de A. selloana, M. tomentosa e M.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Cactaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Solanaceae
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pungens, foram secos, triturados manualmente e posteriormente submetidos
separadamente ao processo de maceragdo com metanol conforme descrito acima.
Os extratos obtidos foram denominados de extrato metandlico bruto (EMB)
(CECHINEL-FILHO; YUNES, 1998).

Figura 19. Foto ilustrativa do fruto inteiro e separado (A) de Abuta selloana,
separados e em maceracdo (B) por sete dias, do processo de evaporacdo do
solvente (C) e do EMB (D).

Fonte: Fotos Autor.

Aliquotas dos extratos metandlicos foram inicialmente analisadas por meio de
cromatografia em camada delgada (CCD), na tentativa de estabelecer o perfil
fitoquimico das diferentes partes das plantas frutiferas. As amostras foram eluidas
com diferentes sistemas de solventes, utilizando mesmo volume e concentracéo,
com aumento gradual de polaridade, para melhor resolucdo e perfil cromatografico.
Foram utilizados os seguintes solventes: hexano (Hex), acetato de etila (AE) e/ou
acetona (Ac), cloroférmio (CHCI3), diclorometano (DCM), e metanol (MeOH). Para a
realizacdo da triagem fitoquimica, as diferentes classes de compostos foram
reveladas com reagentes especificos como: anisaldeido sulfirico para identificar
terpenos e esteroides; cloreto férrico para compostos fendlicos; hidroxido de

potassio para cumarinas; dragendorff para alcaloides; entre outros (UGAZ, 1994).
4.3 Identificagcdo dos compostos

Para elucidar e caracterizar quimicamente os compostos purificados foram
utilizadas técnicas espectroscopicas e cromatograficas usuais como, Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-'H) e Carbono 13 (RMN-C),
Espectrometria de Massas, Cromatografia em Camada delgada (CCD),
Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectro de Massas (CG-MS) e Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), (MALHEIROS et al., 2010), conforme necessério
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para a determinagcdo ou confirmacdo estrutural dos mesmos. Todos disponiveis no
Curso de Farmacia/PPGCF da UNIVALI.

Os escpetros de RMN de *H e *3C foram realizados por Pedro Pablo Perez
Netto no espectrdmetro BRUCKERAC-300F MHz, tendo como referéncia interna o
tetrametilsilano (TMS) ou o proprio solvente. Os deslocamentos quimicos foram
registrados em valores adimencionaisé (ppm).

A avaliacdo dos espectros obtidos das substancias isoladas foram
acompanhadas com o auxilio de tabelas que indicam deslocamentos quimicos para
hidrogénios e carbonos em comparacdo com trabalhos encontrados na literatura ou
amostras auténticas. Algumas andlises foram supervisionadas pelo Professor Dr.
Franco Delle Monache da Universidade de La Sapienza, Roma (Italia) e/ou pelo
Professor Dr. Arturo San Feliciano da Universidad de Salamanca, Salamanca
(Espanha).

Para as CCD’s foram utilizadas cromatofolhas de silica gel PFs4 Sigma,
utilizando eluentes conforme cada série de compostos. Os solventes utilizados foram
adquiridos comercialmente da Aldrich, Merck, etc. Os “spots” foram visualizados
através de luz UV de ondas curtas.

Para fazer o CG-MS foi utilizado o cromatégrafo gasoso acoplado ao detector
de massas da marca Shimadzu (Japdo) modelo GCMS - QP2010S, apresentando
interface acoplada a um computador para controle e aquisicdo de dados com
sistema de amostragem automatizada. A coluna utilizada foi da marca Marca DB-1
(USA): 0,25 mm (d.i.) x 30 m (comprimento), espessura do filme 0,25 ym de 100%
de dimetil polisiloxano, com volume de injecdo de 1,0 uL (injetor modo Splitless -
razdo do split 40,0:1 a 300°C). O eluente foi o gas hélio (0,79 mL/min) e a
temperatura inicial foi 80 ‘C e permaneceu desta maneira por 1 min, quando foi
elevada até 200 ‘C a uma velocidade de 25 °C /min, logo apdés a 10 ‘C /min até 230
°C, em seguida 20 °C /min até 310 ficando por 10 min. O detector MS — razéo m/z
com scan 40 a 450 D foi utilizado e as anélises dos espectros de massas foram
feitos por comparagdo aos espectros encontrados na biblioteca NIST 8.0. Estas
analises foram realizadas pelo Prof. Theodoro Marcel Wagner da UNIVALI.

Para a andlise por CLAE, foi utilizado o cromatégrafo liquido da Shimadzu®
LC-20AT, acoplado a foto detector por arranjo de diodos SPD-M20A, a um
amostrador automatico SIL-20AHT e software LC-Solution®, utilizado para registrar

0s cromatogramas e medir as areas dos picos. As amostras foram diluidas em
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metanol a 1 mg/mL, e filtradas com filtro de membrana de 0,45 mm de celulose
regenerada. As inje¢cdes da amostra (10 pL) foram realizadas em coluna C18
SunFire (Waters, USA) 100 x 2,1 mm, com particulas de 3,5 ym condicionada a 30
°C. A fase movel consistiu em agua ultrapura (A), MeOH (B) e acetonitrila (C) e a
separacao foi realizada utilizando um sistema de gradiente, iniciando com 18% de C
e apos 17 minutos 90%, mantendo sempre 2% de B. A fase mével retornou a sua
composicao inicial apés 5 minutos, permanecendo por 6 minutos. O fluxo foi de 0,5
mL/min. As analises foram monitorizadas a 200 nm. Todos os solventes utilizados
foram de grau CLAE.

Para a andlise por injecaodireta da amostra no detector de massas (DIMS) foi
utilizado detector de massas (HP 6890) com modo SCAN com razdo m/z de 30 a
650 Da; interface: temperatura de 250 °C; sonda DI: iniciou a temperatura ambiente
e a velocidade de aguecimento foi de 40 °C/min até 80 °C, em seguida a velocidade
foi de 80 °C/min até 350 °C e permaneceu a esta temperatura durante 7 min. As

analises foram realizadas também pelo Prof. Theodoro Marcel Wagner da UNIVALI.

4.4 Testes farmacolégicos

ApGs triagem fitoquimica, deu-se inicio aos testes farmacologicos, envolvendo
0os testes para as atividades antinociceptiva, gastroprotetora, antimicrobiana e
antiproliferativa.

Os estudos in vivo foram realizados seguindo as normas e cuidados de bem
estar e biosseguranca na experimentagcao, conforme descritas na Lein. 11.794, de 8
de outubro de 2008, e de acordo com as diretrizes da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratorio. Os experimentos foram submetidos ao Comité
de Etica no uso de Animais (CEUA-UNIVALLI), e aprovado sob parecer 005/14.

Para os ensaios farmacolédgicos foram utilizados camundongos fémeas ou
machos de linhagem Swiss, com 2 a 3 meses de idade, pesando entre 20-35g,
provenientes do Biotério Central da UNIVALI, Campus I, Itajai-SC. Os animais foram
mantidos até os experimentos em caixas de polipropileno com enriquecimento
ambiental, em sala com controle de temperatura (22-25 °C), umidade constante
(60%) e ciclos controlados (claro/escuro 12 horas cada), tendo racédo e agua ad

libitum. Todos os experimentos foram realizados deacordo com os Principios Eticos
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de Experimentagdo Animal recomendados pela Sociedade Brasileira deCiéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL).

4.4.1 Atividade antinociceptiva

Os experimentos farmacoldgicos envolvendo a atividade antinociceptiva foram
realizados pelas académicas Bruna Hawerroth, Amanda Maffezzolli Deischmann
Karla Capistrano sob orientacdo da professora Dra. Fatima de Campos Buzzi do
curso de Farmacia vinculadas ao NIQFAR/CCS/UNIVALL.

Modelo de contor¢cbes abdominais induzidas pelo acido acético

Para a triagem de atividade antinociceptiva, os camundongos machos (n=6)
foram tratados com EMB ou substancias isoladas administradas pela via
intraperitoneal (i.p.) na dose de 10 mg/Kg ou doses inferiores, 30 minutos antes do
teste, e na dose de 100 mg/Kg quando administrados pela via oral, uma hora antes
do teste.

Na sequencia foi administrado o acido acético 0,6 % (v/v), dissolvido em NaCl
0,9% (p/v) numa dose de 0,15 mL/10 g de peso,e as contor¢cdes abdominais foram
contadas acumulativamente durante vinte minutos.

Basicamente as contorcbes abdominais consistem na contracdo da
musculatura abdominal juntamente com a extensdo de uma das patas posteriores
(COLLIER et al., 1968; SOUZA et al., 2003). Os resultados foram apresentados
como porcentagem de inibicdo de analgesia, calculado como redug¢do do namero de
contorgdes entre animais controle e pre-tratados com os EMB ou as substancias
isoladas (COLLIER et al., 1968; SOUZA et al., 2003).

Modelo de dor induzida pela formalina

Para os EMB ou substancias isoladas selecionadas, os camundongos
machos (n=6) foram tratados em doses de 10 mg/kg ou inferiores, 30 minutos antes
de iniciar o teste. Neste, os animais receberam via intraplantar 20 yL de solucéo

formalina a 2,5% (resultante da diluicdo de formaldeido 0,92% em tampéao fosfato), e



69

foram imediatamente colocados sob um funil de vidro invertido ao lado de um
espelho para auxiliar na observacdo, onde foi registrada durante os 5 minutos
iniciais a dor de origem neurogénica, expressa pelo tempo gasto com o
comportamento de lamber ou morder a pata injetada. Apés 10 minutos ocorre o
inicio da segunda fase do processo doloroso, durante o qual foi observada a dor
inflamatoria durante 15 minutos (HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985).

Apés o0 experimento os animais foram sacrificados por deslocamento
cervicais, e ambas as patas (uma injetada e outra ndo) foram seccionadas na
posicao tibio-tarsal e pesadas em balanca analitica para verificagdo do efeito anti-
edematogénico sendo considerado como indice de edema a diferenca de peso da

pata injetada com a pata que néao foi injetada.

4.4.2 Atividade gastroprotetora

Os experimentos farmacologicosenvolvendo a atividade gastroprotetora foram
realizados, sob orientacdo do professor Dr. Sérgio Faloni de Andrade e
acompanhamento da doutoranda Roseane Leandra da Rosa vinculados ao
NIQFAR/PPGCF/UNIVALL.

Para avaliagdo da atividade gastroprotetora foram utilizados modelos que
mimetizam distlrbios géastricos em humanos, baseados em alguns fatores
etiologicos da doenca, como por exemplo, o aumento da acidez gastrica, o uso de
anti-inflamatoérios n&o esteroidais e uso abusivo de bebidas alcoodlicas. Cada
experimento contou com seus respectivos controles positivo (cimetidina) e negativo

(veiculo — agua destilada), dependendo da necessidade de cada modelo.

Modelo de Ulcera aguda induzida por etanol/HCI

O modelo utilizado foi descrito por Mizui e Doteuchi (1983), com algumas
modificacdes. Os camundongos (fémeas) foram submetidos a jejum de 12 (doze)
horas e apos esse periodo, divididos em diferentes grupos (n=6), os quais foram pre-
tratados por via oral com: cimetidina (controle positivo — 100 mg/kg); veiculo
(controle negativo — agua destilada) e extratos metandlicos das plantas frutiferas

silvestres nas doses de 250 mg/kg.
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Ap6s uma hora de tratamento, foi administrado por via oral a todos os
animais, 0,1 mL/10 g (peso animal) de uma solucdo de EtOH/HCI (60%/0,3 M)
(agente lesivo). Uma hora apds a administracao do agente lesivo, os animais foram
eutanaziados por deslocamento cervical, e em seguida, os estdmagos foram
retirados e abertos ao longo da curvatura maior e esticados em placas de vidro
duplo. As imagens foram digitalizadas e analisadas por programa de computador de
analise de imagens EARP, a fim de determinar o nimero de lesbes e o0 seu

tamanho.

Modelo de Ulcera aguda induzida por anti-inflamatério ndo-esteroidal

O modelo utilizado foi descrito por Rainsford (1980), com algumas
modificacdes. Apos 12 (doze) horas de jejum, os camundongos (fémeas) foram
divididos em diferentes grupos (n=6) e pré-tratados por via oral com cimetidina
(controle positivo — 100 mg/kg), veiculo (controle negativo — agua destilada) e
extratos metanolicos das plantas frutiferas silvestres nas doses de 250 mg/kg.

Apo6s uma hora da administracdo do tratamento, os animais receberam 100
mg/kg de indometacina via oral (v.0.).

Passadas 6 (seis) horas da administracdo de indometacina os animais foram
eutanaziados por deslocamento cervical e os estdbmagos retirados e abertos ao
longo da grande curvatura e esticados em placa de vidro duplo. As imagens foram
digitalizadas e analisadas por software de andlise de imagens EARP, a fim de

determinar o numero de lesdes e o tamanho destas.

4.4.3 Atividade antimicrobiana

Os experimentos microbiolégicosenvolvendo a atividade antimicrobiana foram
realizados pela académica Marcelly dos Santos Boera sob a orientacdo do professor
Dr. Alexander Bella Cruz do -curso de Biomedicina, vinculados ao
NIQFAR/CCS/UNIVALL.

Foram utilizadas como cepas padrbes as bactérias Gram-positiva
Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) e Gram-negativa Escherichia coli (ATCC
11775), além da levedura Candida albicans (ATCC10231).
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Cada bactéria foi transferida do meio de manutencdo para o meio agar
Mueller-Hinton (MERCK) e incubada a 37 °C por 18-24 horas, para a ativacao da
respectiva cultura.

Apoés ativacdo, foram selecionadas de 4 a 5 colonias da bacteria e estas
foram transferidas para tubo de ensaio com 5mL de solugdo NaCl 0,86% estéril,
seguidas de homogeneizacdo em agitador de tudos por 15 segundos. A densidade
empregada como branco. Quando necessério, se fez a diluicdo para alcancar a
concentracdo desejada de aproximadamente 1,5 x 102 células/mL, compativel com a
escala 0,5 de MacFarland. Foi inoculado em cada frasco contendo meio de cultivo e
amostra, uma alcada calibrada de 1 pL resultando em concentracdo final de
aproximadamente 1,5 x 10° células.

Para o preparo dos indculos de fungos leveduriformes foi utilizado a levedura
Candida albicans. Esta foi cultivada em agar Sabouraud dextrosado, pelo menos
duas vezes, para assegurar viabilidade das culturas jovens de 24 e 48 horas a 37 C.
Posteriormente foram selecionadas de 4 a 5 colbénias de leveduras, com
aproximadamente 1 mm de diametro, as quais foram suspensas em 5 mL de NaCl
0,85% estéril e homogeneizadas em agitador de tubos por 15 segundos. A
densidade do indculo foi ajustada, por espectrofotometria a 520 nm para a obtencéo
de transmitancia equivalente a 95% e como branco, foi utilizado agua destilada
estéril ajustando-se a transmitancia para 100%. Em cada frasco contendo meio de
cultivo e amostra, foi inoculado uma alcada calibrada de 1 pL resultando em
concentragdo final entre 1-5 x 10 6 células/mL, como descrito por Espinel-Ingroff e
Pfaller (1995).

Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

O método constitui em se preparar diluicbes da amostra dos extratos
metandlicos em meios de cultivo solido ou liquido, semear a bactéria ou fungo
selecionados, e apos incubacéo, verificar a menor concentracdo da amostra que
inibiu o crescimento do micro-organismo ou fungo utilizado no ensaio.

Os valores da CIM foram determinados através da diluicdo dos componentes
obtidos dos extratos das plantas frutiferas silvestres em agar empregando a
metodologia descrita por CLSI (2009) paras as bactérias e Espinel-Ingroff e Pfaller

(1995) para a levedura, com adaptacdes. Os extratos metanolico foram dissolvidos
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em solucdo de dimetisulféxido (DMSO) e agua destilada (4:6), e diluidos em séries
de 10 frascos com capacidade para 5 mL em diferentes concentragdes (1000 a 2
Mg/mL). Em seguida, a cada frasco foi adicionado 1mL de meio agar Mueller-Hinton
para as bactérias e 1mL de agar Sabouraud dextrosado para a levedura, seguido de
imediata homogeneizacao da mistura. Apés a solidificacdo dos respectivos meios de
cultura, os micro-organismos previamente ativados foram inoculados nas séries
correspondentes. Posteriormente, foram incubados em estufa a 35°C por 18 a 24
horas para o crescimento das bactérias, a 30°C por 24 a 48 horas para os fungos
leveduriforme.

ApGs esse periodo de incubagéo, foram realizadas leituras da CIM através da
verificacdo visual do crescimento microbiano. Para a interpretacdo dos resultados foi
considerado CIM a inibicdo total do crescimento microbiano.

Durante os testes foram utilizados controles, como os meios de cultura e
solvente utilizado na solubilizacdo do extrato, fracdes e compostos, a fim de verificar
seu efeito sobre o micro-organismo. A concentracédo final de DMSO nos ensaios néo
excedeu 2%. A leitura dos resultados foi considerada valida somente quando houve
crescimento microbiano nos controles. Foram utilizados como controles, antibiéticos
empregados na clinica, sendo para as bactérias, a amoxilina e para fungos o

cetoconazol. Os ensaios foram repetidos trés vezes.

4.4.4 Atividade antiproliferativa

Os experimentos envolvendo a atividade antiproliferativa foi realizada no
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA) na
Universidade de Campinas (UNICAMP) através da Rede Iberoamericana de
Investigagdo em Cancer (RIBECANCER/CYTED/CNP(q), sob a supervisdo do
Professor Dr. Jodo Ernesto de Carvalho e execugcdo/acompanhamento da professora
Dra Adriana Campos, da UNIVALI.

A triagem para atividade antiproliferativa in vitro foi avaliada em 4 linhagens
de células neoplasicas humanas: U251 (glioma), MCF-7 (mama), 786-0 (rim), NCI-
H460 (pulmao, tipo ndo pequenas celulas).

A metodologia foi realizada conforme descrito por Vendramini-Costa (2012).
As amostras (EMB de algumasdas plantas frutiferas) foram adicionadas nas

concentracbes de 0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL, (100 pL/poco) em triplicata, e
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incubadas por 48 horas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO, e ambiente umido.
Como controle positivo foi utilizado o quimioterapico doxorrubicina, nas
concentracbes de 0,025; 0,25; 2,5 e 25 pg/mL (100 pL/poco) também em
triplicata.Valores de inibicdo de 50% do crescimento celular (Glsg) foram calculados

para avaliagdo da atividade antiproliferativa.

4.4.5 Analise estatistica

Os resultados referentes a atividade antinociceptiva foram apresentados
como média + erro padrdo da média, exceto a Dlsp (dose que reduz a resposta para
50% em relacdo ao grupo controle), que foi apresentada como média geométrica
acompanhada de seu respectivo limite de confianca em nivel de 95%. As analises
estatisticas dos resultados foram realizadas por meio de analise de variancia
seguida pelo teste de multipla comparacdo utilizando-se o método de Dunnett,
qguando apropriado. Valores de p < 0,05 foram considerados como indicativos de
significancia. A Dlsp foi estimada a partir de experimentos individuais em programa

estatistico Graphpad Instat.

4.5 Isolamento dos compostos das plantas frutiferas selecionadas

Com base nos resultados obtidos da analise fitoquimica preliminar, os EMB
dos frutos inteiros de C. reitziana, das folhas de M. pungens e das cascas de P.
edulis mostraram melhor perfil fitoquimico. Considerando que as mesmas também
apresentaram potencial significativo nos testes farmacoldgicos apresentados, estas
foram selecionadas visando o isolamento e identificacdo dos possiveis principios
ativos presentes nessas especies.

O isolamento dos compostos das espécies selecionadas foi realizado por
meio de procedimentos cromatograficos convencionais, como a cromatografia em
camada delgada (CCD), e a cromatografia em coluna (CC) na tentativa de isolar os
possiveis compostos presentes nos frutos, e/ou outras partes dos frutos

selecionados.
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4.5.1 Campomanesia reitziana

Os frutos frescos (950 g) deC. reitziana foramcortados em pedagos pequenos
e submetidos a extracdo por maceracdo com metanol a temperatura ambiente
durante sete dias. Apés filtracdo, o solvente foi removido por evaporacdo sob
pressdo reduzida em rotaevaporador com temperatura em aproximadamente 50 °C.
O EMB (35,75 g) obtido teve um rendimento de 3,76%.

Visando o isolamento e a purificacdo dos possiveis principios ativos presentes
na espécie em estudo, 1,3 g do EMB foi submetido ao processo de Coluna
Cromatogréfica (CC) aberta (& 3,5 x 50 cm), tendo como fase estacionéria silica gel
60 (Merck) (30 g) de granulometria 70-230 mesh (0,063 - 0,20 mm), eluida com
gradiente de CHClze MeOH em polaridade crescente (CHCIl;:MeOH, 100mL - 95:5;
100 mL - 90:10; 100 mL - 85:15; 100 mL - 80:20; 100 mL - 70:30). Foram coletadas
30 subfracdes de aproximadamente 10 mL cada. Posteriormente as subfracdes
foram analisadas por CCD e visualizadas em camara de UV (254 nm), sendo
reveladas com cloreto férrico. As mesmas foram reunidas quando exibiram o mesmo
perfil cromatografico, sendo que na subfracdo 3-5 foi observado um perfil
cromatografico sugestivo de um unico composto, conforme demonstrado na Figura
20.

Figura 20. Fluxograma de operacdes realizadas para purificacdo do EMB do fruto de

Campomanesia reitziana.

Fruto Fresco
(950 g)

| Maceragao
4 Metanol = 7 dias

EMB (35,75 9) r=2376%

l\}

EMB-1,3g

CC aberta DCM:MeOH | |
Silica gel - 30 g Vv

Subfragao 3-5
(13 mg)

Composto 1

30 Subfracdes
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4.5.2 Myrcianthes pungens

No primeiro momento aplanta frutifera foi separada de acordo com suas
partes (fruto inteiro, polpa, semente, casca, galho e folha), para a extracdo dos
compostos por maceracdo com metanol a temperatura ambiente durante sete dias.
Apos filtracdo, obteve-se o EMB das diferentes partes do fruto. O rendimento
encontra-se natabela 02.

Para a analise fitoquimica (Tabela 03), foram submetidas as diferentes partes
deM. pungensa CCD utilizando CHCI3;:MeOH (80:20) como fase moével, revelando
com cloreto férrico, e Hex:AE (80:20), revelando com anisaldeido sulfdrico com
aguecimento de 100 °C. Todas as amostras foram reveladas anteriormente em
camara de UV (254 nm).

Por apresentar melhor perfil fitoquimico, e interesse biol6gico optou-se por
trabalhar com as folhas frescas (658g), sendo estas cortadas em pedacos pequenos
com auxilio de uma tesoura, e submetidas a extracdo por macera¢cdo com metanol a
temperatura ambiente durante sete dias. Apoés filtracdo, parte do solvente foi
removido por evaporacdo sob pressao reduzida em rotaevaporador com controle de
temperatura em aproximadamente 50 °C.

ApGs evaporacgdo do solvente, o EMB foi mantido em refrigeracao por 2 dias,
formando um precipitado (12,7 g) com redimento de 1,93%. O restante do extrato
(31,32 g — 4,76% de rendimento) foi resuspendido em uma mistura de MeOH:H,0O
(50:50) e submetido a particéo liquido-liquido, utilizando os solventes de polaridade
crescente, DCM e AE, tendo como rendimento 0,79% (247 mg) e 23,94% (7,5 g) das
fracbes DCM e AE, respectivamente (Figura 21).
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Figura 21. Fluxograma da obtencéo das fracGes das folhas de Myrcianthes pungens.

Folhas
6589
Maceracdo — 7 dias
—_— com Metanol
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: Precipitado
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Particdo

Liquido-Liquido

\J

} !

Fracao DCM Fracao AE
(247mg) (7,59)

r=0,79% r=23,94%

Parte do precipitado das folhas (5g) de M. pungens, foi fracionado por CC
aberta (@ 4,0 x 50 cm), tendo como fase estacionaria silica gel 60 (Merck) (50 g) de
granulometria 70-230 mesh (0,063 - 0,20 mm), eluida com sistema gradiente de Hex
(150 mL — 100), Hex:AE (200 mL - 90:10; 200 mL - 80:20; 150 mL - 70:30; 100 mL -
50:50) e MeOH (100 mL - 100). Foram coletadas 45 subfracdes de
aproximadamente 10 mL cada. As subfracbes foram analisadas por CCD, sendo
visualizadas por UV (254nm) e por reacdo com anisaldeido sulfarico com
aguecimento a 100°C. As subfracdes com perfil cromatografico semelhante foram
agrupadas.

Visando o isolamento dos possiveis principios ativos presentes na espécie em
estudo, 500 mg da subfragéo 14-15 foram submetidos a uma nova CC aberta, eluida
com Hex e AE (200 mL - 90:10). Deste processo foram coletadas 13 subfracdes de
aproximadamente 10 mL cada. As subfragcbes com perfil semelhante foram

agrupadas, apds CCD e um solido foi obtido (135 mg) (Figura 22).
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Figura 22. Fluxograma de operacgOes realizadas para purificacdo do EMB do

precipitado das folhas de Myrcianthes pungens.

Precipitado das folhas
(59)

CC aberta hexano:AE .
Silicagel — 40 g l 45 Subfragoes
Subfragéo 14-15
(692 mg)
500 mg - CC aberta
hexano:AE i
Silicagel—21g 13 Subfragdes

Subfracdo 6-7
(135 mg)

Mistura a e B-amirina

Em um segundo momento do estudo, parte da fracdo AE (5 g) foi fracionada
por CC (94,0 x 50 cm), tendo como fase estacionéria silica gel 60 (50 g), eluida com
gradiente de DCM:MeOH (300 mL - 90:10, 200 mL 80:20). Foram coletadas 26
subfragbes de aproximadamente 10 mL cada. As subfra¢cdes foram analisadas por
CCD e reunidas quando exibiram o mesmo perfil cromatogréafico. Na subfracdo 6-14
(68 mq) foi verificado um perfil sugestivo de um Unico composto. A subfracdo 15-17
(1300 mg) por apresentar relativo grau de impureza, foi recromatografada utilizando-
se um sistema de solvente DCM:MeOH. As subfragdes analisadas novamente por
CCD e na subfracdo 10-14 (185 mg) foi verificada evidéncias de um Gnico composto
(Figura 23).
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Figura 23. Fluxograma de operacdes realizadas para purificacdo da fracdo AE das

folhas de Myrcianthes pungens.
Fracdo AE folha
(59)
CC aberta DCM:MeOH .
Silica gel — 53 g l 26 Subfracdes
Subfragdo 6-14 Subfragdo 15-17
(68 mg) (1300 mg)
CC aberta DCM:MeOH
Silicagel-20g

Subfracdo 10-14
(185 mg)

4.5.3 Plinia edulis

As cascas dos frutos frescos (350 g) de Plinia edulis foram cortadas em
pedacos pequenos e submetidas ao processo de maceragcdo com metanol a
temperatura ambiente durante sete dias. Apés filtracdo, o solvente foi removido por
evaporacao sob pressao reduzida em rotaevaporador com controle de temperatura
em aproximadamente 50 °C. O rendimento foi de 3,43% do EMB (12g).

Visando o isolamento dos possiveis principios ativos presentes nesta espécie,
2 g do EMB foi submetido a particdo liquido-liquido, utilizando os solventes de
polaridade crescente, DCM e AE, tendo como rendimento 5% (100 mg) e 3,75% (75
mg) das fragcbes DCM e AE, respectivamente.

A fracdo DCM foi submetida ao processo de CC aberta (3 3,5 x 50 cm), tendo
como fase estacionaria silica gel 60 (Merck) (40 g) de granulometria 70-230 mesh
(0,063 - 0,20 mm), eluida com gradiente de Hex e AE em polaridade crescente
(Hex:AE 200mL - 90:10; 100 mL - 80:20; 200 mL - 70:30). Foram coletadas 50
subfracdes de aproximadamente 10 mL cada. Posteriormente as subfracdes foram
analisadas por CCD e visualizadas em UV (254 nm), sendo reveladas com

anisaldeido sulfuricoaquecido a 100 °C. As subfracdes coletadas foram reunidas
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quando exibiram o mesmo perfil cromatografico, sendo que na subfragdo 9-16 (13
mg) e na subfragdo 17-21 (16 mg) foi verificado perfil sugestivo de um unico

composto em cada (Figura 24).

Figura 24. Fluxograma de operacOes realizadas para purificagdo do EMB das

cascas frescas de Plinia edulis.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélise fitoguimica

Os extratos obtidos das plantas frutiferas apresentaram, como esperado,

rendimentos diferentes, devido ao processo de separacdo das partes ou nha

guantidade de solvente utilizado para a maceracdo, ou principalmente devido a

producdo dos proprios metabdlitos priméarios e secundarios pela planta.

Na Tabela 02 estdo apresentados os rendimentos dos EMB expressos em

percentual em relacdo a massa de frutos em gramas utilizados para preparacao dos

extratos.

Tabela 02. Rendimento dos EMB expresso em percentual em relacdo a massa das

plantas frutiferas em gramas utilizadas para preparacao dos extratos.

Nome Cientifico EMB Massa das Massa do Rendimento
plantas extrato (%)
frutiferas (g) MeOH (g)
Fruto inteiro 117,0 2,86 2,44
Cascas 45,0 3,82 8,49
Polpa 8,0 1,07 13,37
Abuta selloana
Sementes 53,0 1,83 3,45
Galhos 85,0 5,38 6,33
Folhas 19,0 2,11 11,10
Campomanesia = L 950,0 35,75 3,76
. ruto inteiro

reitziana
Cyphomandra Fruto inteiro 173,0 5,02 2,90
betacea Polpa 167,0 10,64 6,37
Cascas 60,0 12,19 20,32
Eugenia Polpa e casca 140,0 14,63 10,45
brasiliensis Sementes 32,0 5,6 17,50
Eugenia o 144,0 7,76 5,38

.. Fruto inteiro

mattosii
Inga vera Polpa 59,0 9,35 15,85
Sementes 47,0 1,91 4,06
Cascas 28,0 1,79 6,39

Continuacéo...
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Nome Cientifico BEM Massa das Massado | Rendimento
plantas extrato (%)
frutiferas (g) MeOH (g)
Marlierea Polpa (madura) 173,0 9,31 5,38
tomentosa Sementes (madura) 120,0 4,77 3,98
Cascas (madura) 220,0 9,91 4,50
Polpa (fruta semi- 81,0 3,30 4,07
madura)
Sementes (fruta semi- 117,0 2,78 2,38
madura)
Casca (fruta semi- 128,0 5,29 4,13
madura)
Polpa e Casca (fruta 141,0 3,37 2,39
verde)
Semente (fruta verde) 76,0 2,63 3,46
Galhos 180,0 5,80 3,22
Folhas 143,0 6,72 4,70
Myrcianthes Fruto Inteiro 63,0 4,21 6,68
pungens Galhos 14,0 0,55 3,93
Folhas 8,0 0,35 4,37
Polpa 87,0 9,19 10,56
Semente 22,0 1,1 5,00
Casca 52,0 1,66 3,19
Monstera Polpa 181,0 17,53 9,68
deliciosa Casca 132,0 1,95 1,48
Morus nigra Fruto inteiro 24,0 1,44 6,00
Opuntia ficus- Polpa 132,0 11,36 8,60
indica Casca 33,0 1,38 4,18
Plinia edulis Polpa 150,0 4.80 3,2
Casca 350,0 12 3,43
Semente 26,0 1,34 5,15
Rubus niveus Fruto inteiro 24,0 1,73 7,21
Solanum S 249,0 9,60 3,85
muricatum Fruto inteiro

A investigacao preliminar de constituintes quimicos de uma planta possibilita o

conhecimento prévio do extrato e indica a natureza das substancias presentes
(GOMES et al., 2011).
O resultado da triagem fitoquimica através da analise por CCD encontra-se

apresentado na Tabela 03, indicando a presenca ou auséncia de diferentes classes

de compostos bioativos presente nas plantas frutiferas silvestres selecionadas para

o estudo.
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Tabela 03. Avaliacdo por CCD utilizando reveladores seletivos para as classes de

compostos esteroides/terpenos, compostos fendlicos, cumarinas e alcal6ides nos

EMB das plantas frutiferas silvestres selecionadas.

Plantas EMB Esterdides Compostos Cumarinas Alcaloides
frutiferas / Terpenos fendlicos
Abuta selloana  Fruto inteiro + + - -
Sementes + + - -
Cascas - + - -
Polpa + + - -
Galhos +++ +++ + +
Folhas +++ +++ + ++
Campomanesia  Fruto inteiro +++ +++ + -
reitziana
H g Fruto inteiro - - - -
Cyphomandra
yp Polpa - - - -
betacea
Cascas - - - -
£ . Polpa e + ++ - -
ugenia cascas
brasiliensis
Sementes ++ +++ - -
Eugenia Fruto inteiro ++ ++ - -
mattosii
Inga vera Polpa - + - -
Sementes +++ - - -
Cascas + + - -
Marlierea Polpa ++ - - -
tomentosa (madura)
Sementes(m +++ - - -
adura)
Cascas(mad +++ - - -
ura)
Polpa (semi- +++ - - -
madura)
Sementes +++ - - -
(semi-
madura)
Cascas +++ - - -
(semi-
madura)

Continuacao...
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Plantas EMB Esterdides Compostos Cumarinas Alcaloides
frutiferas [ Terpenos fendlicos
Polpa e +++ - - -
casca (fruta
verde)
Sementes +++ - - -
(fruta verde)
Galhos +++ ++ + ++
Folhas +++ +++ +++ +++
Myrcianthes Fruto inteiro + + - -
Sementes +++ +++ - +
Cascas ++ ++ - -
Folhas +++ +++ - +
Galhos +++ - - -
Monstera Polpa - - - -
deliciosa Cascas - - - -
Morus nigra Fruto inteiro + - - -
Opuntia ficus- Polpa - + - -
indica Cascas - - - -
Plinia edulis Polpa ++ + - -
Cascas +++ + + -
Sementes ++ + - -
Rubus niveus Fruto inteiro ++ - - -
Solanum Fruto inteiro + - - .
muricatum

Legenda: (-) auséncia de substancia, (+) fraco (1 substancia), (++) médio (2 a 3 substancias), (+++)
forte (acima de 3 substancias).

Com base nos resultados obtidos da analise fitoquimica preliminar, o EMB
dos galhos e folhas de A. selloana e M. tomentosa, dos frutos inteiro de C. reitziana,
das folhas e sementes de M. pungens e das cascas de P. edulis mostraram melhor
perfil fitoquimico considerando a quantidade de compostos e suas classes

presentes.
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5.2 Avaliagdo farmacolégica

5.2.1 Atividade antinociceptiva

A triagem da atividade antinociceptiva foi realizada com todos os extratos das
plantas frutiferas silvestres (Tabela 04), no modelo de contor¢des abdominais, para
avaliar a nocicepcdo aguda, induzida pelo &cido acético 0,6%, administrado
intraperitonealmente na dose de 10 mg/kg. Este modelo é empregado amplamente
para andlise da atividade antinociceptiva, e demonstra boa correlacdo com esta
atividade observada em outros modelos pré-clinicos e clinicos (PADARATZ et al.,
2009).

Este € um modelo de dor visceral, no qual o acido acético causa uma
resposta algica que envolve a liberagéo intraperitoneal de muitos mediadores tais
como neurotransmissores (histamina, acetilcolina) e neuromoduladores, cininas,
substancia P e prostaglandinas. Estes mediadores aumentam a permeabilidade
vascular, reduzem o limiar de nocicepcao e estimulam os terminais nervosos das
fibras nociceptivas (PINHEIRO et al., 2012, SOFIDIYA; AWOLESI, 2015).

Os resultados obtidos demonstraram que a administracédo i.p. dos extratos
dos frutos foi capaz de produzir efeito antinociceptivo significativo na dose utilizada
(10 mg/Kg). Isto sugere que os extratos tiveram um efeito antinociceptivo periférico
gue pode estar associado com a reducado da liberacdo de mediadores inflamatoérios
dentro da cavidade peritoneal ou na acdo direta do bloqueio dos receptores
resultando em um efeito antinociceptivo (LOGANAYAKI; SIDDHURAJU; MANIAN,
2012; SOFIDIYA; AWOLESI, 2015). O maior efeito na dose avaliada foi do extrato da
polpa de O. ficus-indica, com 97,80%, seguido das cascas de P. edulis, com 91,31%
de inibicdo.

Como observado, dos 42 (quarenta e dois) EMB testados, 20 (vinte)
demonstraram resultados acima de 50%, sendo eles: A. selloana, galhos (84,59%) e
cascas (63,31%); C. reitziana, fruto inteiro (59,0%), C. betacea, polpa (56,35%) e
cascas (55,14%); I. vera, polpa (65,71%), sementes (64,08%) e cascas (59,68%); M.
tomentosa, semente madura (81,4), polpa semi-madura (71,7%), casca semi-madura
(88,2%), polpa e casca verde (61,8%) e galhos (79,5%); M. pungens, fruto inteiro
(84,13%), polpa (77,42%), cascas (65,50%), galhos (76,17%) e folhas (67,13%); O.
ficus-indica, polpa (97,80%) e P. edulis, polpa (54,48%) e cascas (91,31%).
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Comparando os valores obtidos, com alguns farmacos utilizados na terapéutica,
como o acido acetilsalicilico (AAS) e paracetamol (PAR) que apresentam valores de
inibicdo de 35 e 38% respectivamente, na mesma dose de 10 mg/kg, os extratos

avaliados foram bem mais efetivos.

Tabela 04. Atividade antinociceptiva dos extratos metandlico das plantas frutiferas
silvestres

5 Partes utilizadas
Plantas frutiferas

% Inibicdo AA + SEM

(10 mg/KQ)

Acido acetilsalicilico (AAS) -- 35+ 2,0*

Paracetamol (PAR) -- 38 +£1,0*
Polpa 47,22 + 4,87**
Cascas 63,31 + 3,0**

Abuta selloana

Galhos 84,59 + 2,08**
Folhas 37,76 £ 2,21**

Campomanesia reitziana Fruto inteiro

59,0 + 2,61**

Fruto inteiro
Cyphomandra betacea Polpa
Cascas

40,21 * 3,09**
56,35 + 4,43**
55,14 + 2,14**

) o Polpa e Cascas
Eugenia brasiliensis
Sementes

46,69 + 2,37**
34,34 £ 5,61**

Eugenia mattosii Fruto inteiro

43,67 £ 3,17*

Polpa
Inga vera Cascas

Sementes

65,71 + 4,42**
59,68 + 5,82**
64,08 + 3,09**

Polpa (madura)
Cascas madura
Sementes (madura)
Polpa (semi-madura)
_ Cascas (semi-madura)
Marlierea tomentosa _
Sementes (semi-madura)
Polpa e casca (fruta verde)
Sementes (fruta verde)
Galhos

Folhas

45,5 + 1,39*
47 + 2,98**
81,4 £1,33*
71,7 + 2,69**
88,2 £ 5,17*
47,7 £ 4,07*
61,8 £ 4,14**
34,6 £4,07ns
79,5 £ 2,49**
49,2 + 5,6**

Continuacéo...



Plantas frutiferas

Partes utilizadas

% Inibicdo AA £ SEM

(10 mg/Kg)
Myrcianthes pungens Fruto inteiro 84,13 + 3,5**
Polpa 77,42 + 4,02**
Cascas 65,5 + 3,78**
Sementes 11,56 + 2,82ns
Folhas 67,07 £ 3,05**
Galhos 76,17 £ 3,09**
o Polpa 29,84 + 6,61ns
Monstera deliciosa
Cascas 40,61 + 4,60**
Morus nigra Fruto inteiro 29,51 + 2,61*
- - Polpa 97,80 + 0,3**
Opuntia ficus-indica
Cascas 40,38 £+ 3,3**
Polpa 54,48 £ 2,17**
Plinia edulis Cascas 91,31 £ 2,03**
Sementes 35,17 + 3,71**

Rubus niveus

Fruto inteiro

49,15+ 3,17*

Solanum muricatum

Fruto inteiro

40,42 + 2,27*

Legenda: Dose 10 mg/Kg, administrado intraperitoneal em camundongos (n = 6) machos Swiss.
Asteriscos indicam diferencas significantes (*p<0.05 e **p<0.01) quando comparadas com 0 grupo
controle.

A administracdo intraperitoneal do extrato metandlico de O. ficus-indica,
promoveu significativo efeito antinociceptivo no teste de contorcbes abdominais
induzido pelo &cido acético, o que pode ser atribuido a presenca de diversos
fitoconstituintes, tais como, compostos fendlicos, flavonoides, acido ascorbico,
carotenoides, betacianinas e betaxantinas, ja descritos para o género (KUTI, 2004,
STINTZING; CARLE, 2005; FEUGANG et al., 2006; CAYUPAN; OCHOA;
NAZARENO, 2011). A nivel farmacolégico j& foram mencionadas propriedades
antidiabética (FRATI-MUNARI et al., 1988), cicatrizante (PARK; CHUN, 2001),
analgésica, antioxidante, anti-inflamatoria  (STINTZING; CARLE, 2005),
anticancerigena (ZOU et al., 2005), antiulcerogénica (GALATI et al., 2003; ALIMI et
al., 2010) e hepatoprotetora (ALIMI et al., 2012) para diferentes espécies de Opuntia.

5.2.2 Atividade gastroprotetora
Triagem das plantas frutiferas no modelo de indugéo de ulcera com etanol/HCI

A guantificacdo de lesbes gastricas em camundongos e ratos é um método

confiavel e amplamente utilizado para avaliar atividade antitlcera de substancias
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isoladas, extratos e fragcbes de espécies vegetais com potencial atividade
gastroprotetora (ALQASOUMI et al., 2009).

No primeiro ensaio para verificar a atividade gastroprotetora, foi realizado a
administracdo de etanol, considerado um agente agressor por promover alteracao na
homeostase celular, desencadeando danos na mucosa gastrica e aumento da
geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (ALBUQUERQUE et al., 2014).

Apesar de nao representar fielmente a patologia humana, o modelo
supracitado é comum na triagem de estudos de substancias com atividade
gastroprotetoras, pois fornece indicativos de possiveis mecanismos de acao destas,
que podem estar associadas a efeitos antioxidantes e/ou anti-inflamatérias, reducao
da secrecdo acida e producdo de muco (SCHMASSMANN, 1998; LEMOS et al.,
2011).

Na Tabela 05 estéo listadas as espécies frutiferas silvestres pesquisadas e 0s
resultados obtidos no experimento, por meio da area total lesada pelo etanol. Com
excessao dos frutos inteiro de M. pungens, observou-se que os demais extratos das
plantas frutiferas na dose de 250 mg/kg foram eficazes em diminuir lesbes no
estbmago, ou seja, protetoras frente ao agente agressor (etanol), apresentando
valores significativamente menores do que o controle negativo que recebeu apenas

agua destilada.

Tabela 05. Atividade antiulcerogénica dos extratos metandlico das diferentes partes
das plantas frutiferas silvestres no modelo de Ulcera gastrica aguda induzida por
etanol/HCI.

Tratamento (v.0) Partesutilizadas Area Total Lesada
EMB (250 mg/KQ) (mm2)

Controle Negativo Veiculo (0,1 mL/Kg) 33,26 £ 2,29
Controle Positivo Cimetidina (100 mg/Kg) 0,61+0,75"
Polpa 2,85 1,38

Cascas 6,33 +1,82"

Abuta selloana Sementes 469+ 1,49"
Galhos 6,86 + 2,35

Folhas 2,63+1,14"
Campomanesia reitziana Fruto inteiro 12,56 + 0,82

Continuacéo...
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Tratamento (v.0) Partes utilizadas Area Total Lesada
EMB (250 mg/Kg) (mm2)

Fruto inteiro 1,94+ 0,77

Cyphomandra betacea Polpa 3,00 0,35
Cascas 10,25 +2,02

Polpa e Cascas 10,13 + 2,807

Eugenia brasiliensis

Sementes

2,27+0,717

Eugenia sprengelli

Fruto inteiro

10,52 + 4,07

Inga vera

Polpa
Cascas
Sementes

1,97 +0,56
10,33 +1,21™
2,98 +1,63"

Polpa (madura)
Cascas (madura)

10,75 + 2,09

3,38+2,06"

4,23 +1,94”
4,40 +1,48"
1,18 +0,25™
1,06 +0,25™
573+2,28"

Sementes (madura)
Polpa (semi-madura)
Cascas (semi-madura)
Sementes (semi-madura)

Marlierea tomentosa

Polpa e casca (verde)

Galhos
Folhas

0,84 +0,25™
2,36 + 0,537

Fruto inteiro

36,78 + 2,94

Polpa 495+274"

, Cascas 8,86 + 2,98™

Myrcianthes pungens
Sementes 9,21+551

Folhas 0,78 +0,10™

Galhos 17,14 + 3,707

o Polpa 5,20 +0,86

Monstera deliciosa
Cascas 1,51+ 0,70

Morus nigra Fruto inteiro 9,65+ 2,08

o Polpa 8,80+ 1,157

Opuntia ficus-indica
Cascas 2,59+ 0,91

Polpa 2,14 +0,64™

Plinia edulis Cascas 211+1,817

Sementes 2,21+0,76"

Rubus niveus

Fruto inteiro

3,55+0,75"

Solanum muricatum

Fruto inteiro

553+0,77"

Legenda: Dose 250 mg/Kg, administrado via oral em camundongos (n = 6) fémeas Swiss. Diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle negativo (**p<0,01 - ***p<0,001), ANOVA, expressos como

média + Erro Padrdo da Médica (EMP), seguido pelo teste de Bonferoni.

No modelo de leséao gastrica induzida por etanol, geralmente sdo constatadas

extensas areas hemorragicas e de necrose na mucosa gastrica do grupo controle
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negativo, comprovando a gastrotoxicidade desse agente, que promove danos
teciduais resultantes de sua agdo na mucosa e aumento na geracdo de EROs
(MADALOSSO, 2011; ROZZA et al., 2011). A Figura 25 apresenta as imagens de
alguns estdbmagos de camundongos apds a administracdo oral de cimetidina (100

mg/Kg) de alguns extratos das plantas frutiferas na dose de 250 mg/Kg.

Figura 25. Imagens dos estdmagos de camundongos apos inducao de Ulcera por
etanol e tratamento com diferentes partes dos extratos metandlico das plantas

frutiferas e cimetidina.

A B

Legenda: Controle negativo (A); EMB do fruto inteiro de M. pungens 250 mg/kg (B); EMB das cascas
de P. edulis 250 mg/kg (C); EMB dos frutos inteiro de C. reitziana 250 mg/kg (D); controle positivo
(cimetidina 100 mg/kg) (E).

Os resultados encontrados podem ser justificados pela presenca de
fitoconstituintes com potenciais atividades antioxidantes e anti-inflamatorias.
InvestigagcOes anteriores realizadas pelo NIQFAR e outros grupos tém demonstrado
gue compostos fendlicos (principalmente flavonoides e chalconas), terpenos e
esteroides, apresentam atividade antitlcera, que é atribuida a acdo antioxidante e
atividade anti-inflamatéria destes (KAHRAMAN et al., 2003; SOUSA et al., 2007;
COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009; DONATINI et al., 2009; LEMOS et al.,
2011; KLEIN-JUNIOR et al., 2012; BASTING et al., 2014; BERTE et al., 2014).

Varios autores relatam significativa atividade gastroprotetora de diferentes
compostos fendlicos, como as chalconas (NOWAKOWSKA, 2007; WANG et al.,
2010; KLEIN-JUNIOR et al., 2012), e a quercetina (FORMICA; REGELSON, 1995).
Tais compostos apresentaram capacidade de protecdo da mucosa gastrica no
modelo de Ulcera aguda induzida por etanol, cuja agdo foi relacionada a sua
propriedade antioxidante (MOTA et al., 2009). Coskun et al. (2004) observaram
diminuicdo da peroxidacao lipidica e aumento na atividade de enzimas antioxidantes
(enzima superdxido dismutase (SOD); catalase (CAT) e enzimaglutationa

peroxidase (GSH-Px), pela quercetina.
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Navarrete, Trejo-Miranda e Reyes-Trejo (2002) relataram que o composto -
sitosterol, um esteroide, na dose de 100 mg/kg, via oral, inibiu significativamente a
lesé@o gastrica induzida por etanol.

Também, estudos realizados com diferentes classes de terpenos indicam que
estes apresentam atividade gastroprotetora em diferentes modelos de inducdo de
Ulcera gastrica, incluindo os modelos usados neste trabalho (BERTE et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2014).

Pinheiro et al. (2015) identificaram que 0 a—pineno, um monoterpeno,
apresentou uma inibicdo significativa das lesdes da mucosa gastrica induzida por
etanol, que podem ser associadas, em parte, com um aumento da secrecdo de

muco e reducao da secrecédo de acido cloridrico (HCI).

Triagem das plantas frutiferas no modelo de inducéo de ulcera com indometacina

No segundo modelo de triagem foi utilizado como agente agressor a
indometacina, um AINE, que possui alto efeito ulcerogénico por inibir as ciclo-
oxigenases (COX-1 e COX-2), e consequentemente, diminuir a sintese de
prostaglandinas (PGs) no tecido do estdbmago, resultando em ulceracdo (BASTING
et al., 2014; PEREIRA; RIBEIRO; BARACHO, 2014).

Na Tabela 6, sdo apresentados os resultados das diferentes partes dos EMB
das plantas frutiferas silvestres. Pode-se observar que todos os EMB, na dose de
250 mg/Kg foram eficientes, diminuindo as lesdes na mucosa géstrica, ou seja,
demonstrando efeito gastroprotetor frente ao agente agressor. Isso, também pode

ser confirmado nas imagens dos estdmagos lesionados (Figura 26).
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Tabela 06. Atividade anticulcerogénica dos extratos metandlico das diferentes partes
das plantas frutiferas silvestres no modelo de ulcera gastrica aguda induzida por

indometacina.

Tratamento (v.0)

Parte utilizadas

Area Total Lesada

EMB (250 mg/KQ) (mm2)
Controle Negativo Veiculo (0,1 mL/Kg) 6,60 £ 1,55
Controle Positivo Cimetidina (100 mg/Kg) 0,61+0,75"

Polpa 0,59+ 0,36

Cascas 0,15+ 0,09™

Abuta selloana Sementes 0,63+0,40"
Galhos 0,02 + 0,02

Folhas 1,99 +0,807

Campomanesia reitziana

Fruto inteiro

0,18 + 0,13™

Cyphomandra betacea

Polpa
Fruto inteiro
Cascas

1,01 +0,34"
0,69+0,17"
0,32 +0,14™

Eugenia brasiliensis

Polpa e Cascas
Sementes

0,24 + 0,09™
0,76 + 0,05

Eugenia mattosii

Fruto inteiro

3,70+ 0,66

Inga vera

Polpa
Cascas
Sementes

0,61 + 0,24***
0,68 + 0,35***
0,67 + 0,28***

Marlierea tomentosa

Polpa madura
Cascas madura
Sementes madura

0,17 £ 0,157
0,64 +0,33™
0,88+ 0,16™

Marlierea tomentosa

Polpa (semi-madura)
Cascas (semi-madura)
Sementes (semi-madura)
Polpa e casca (verde)
Galhos
Folhas

0,29+0,17"
0,46 + 0,09™
0,53 +0,08™
1,02+0,15"
0,48 + 0,27
0,46 + 0,20

Myrcianthes pungens

Fruto inteiro
Polpa
Cascas
Sementes
Folhas
Galhos

2,26 £0,24"
2,74 £0,44™
1,66 0,54
2,31+0,727
1,76 £ 0,27
3,30 £ 0,61

Continuacéo...
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Tratamento (v.0) Parte utilizadas Area Total Lesada

EMB (250 mg/Kg) (mm2)

Polpa 0,19+0,11
Monstera deliciosa Cascas 1,11+0.30™
Morus nigra Fruto inteiro 013+0,11"
Polpa 1,87 +0,54"
Opuntia ficus-indica Cascas 0,07 + 0.04™
Polpa 0,50+ 0,24~
Plinia edulis Cascas 2,21£0,67"
Sementes 0,26 £0,23™
Rubus niveus Fruto inteiro 0,38+0,17"
Solanum muricatum Fruto inteiro 0,34+£0,12"

Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle negativo (**p<0,01 - ***p<0,001), ANOVA,
expressos como média + Erro Padrdo da Médica (EMP), seguido pelo teste de Bonferoni.

Figura 26. Imagens de estdbmagos de camundongos ap0s inducdo de Ulcera com
indometacina e tratamento com diferentes partes dos extratos metandlico das

plantas frutiferas e cimetidina.

Legenda: Controle negativo (A); EMB do fruto inteiro de E. mattosii 250 mg/kg (B); EMB dos galhos
de M. pungens 250 mg/kg (C); EMB do fruto inteiro da C. reitziana 250 mg/kg (D); Controle positivo
(cimetidina 100 mg/kg) (E).

A acao gastroprotetora observada no presente estudo pode estar relacionada
a presenca de flavonoides nas espécies vegetais. Estes tém se incluido nos efeitos
antioxidantes, aumento da expressao das isoformas de COX e na sintese de PGs
(ADHIKARY et al.,, 2011). Segundo Klein-Janior e colaboradores (2012), os
flavonoides também demonstraram atividade gastroprotetora no modelo de inducdo
com indometacina, diminuindo as lesbes géastricas causadas pelo AINE. Yan e
colaboradores (2011), relatam acg&o gastroprotetora da quercetina, em diferentes
modelos de Ulcera gastrica, e descrevem que 0os mecanismos de acdo envolvidos
referem-se a inducdo da secrecdo de muco, a inibicdo da infiltracdo de neutrdéfilos

para a mucosa gastrica e a inibicdo de citocinas pro-inflamatorias.
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Os resultados obtidos na triagem, em ambos 0os modelos, demonstraram que
os EMB de cada uma das partes das espécies vegetais estudadas, apresentaram
acao gastroprotetora, permitindo sugerir que ha fitoconstituintes presentes nos
extratos, cujos mecanismos devem ser elucidados, mas possivelmente estdo
relacionados com a atividade anti-inflamatéria, antioxidante e manutencdo ou
aumento de prostaglandinas favorecendo os mecanismos de protecdo e reparo das
lesBes ulcerativas (HAMAISHI; KOJIMA; ITO, 2006; LEMOS et al., 2011).

5.2.3 Atividade antimicrobiana

Esta analise foi baseada na classificacao indicada por Holetz et al. (2002) que
estabelece 0s seguintes critérios: excelente atividade antimicrobiana — 10 a 100
Mg/ml; boa - > 100 a 250 ug/ml; moderadamente ativos - >250 a 500 ug/ml e pouco
ativos - >500 a 1000 pg/ml.

A atividade antimicrobiana foi verificada frente a agentes patogénicos como:
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e o fungo Candida albicans. Como pode
ser observado na Tabela 07, o extrato da polpa madura (CIM de 62,5 pg/mL) de M.
tomentosa pode ser classificado com excelente atividade antimicrobiana contra a
bactéria S. aureus; e o extrato das sementes (CIM de 125 ug/mL) de P. edulis com
boa atividade. Ja o extrato dos galhos de M. tomentosa e as sementes de E.
brasiliensis, e de M. pungens (CIM de 500 pg/mL, respectivamente) sao
classificados com moderada atividade contra a bactéria S. aureus. E o extrato das
cascas de A. selloana (CIM de 1000 pg/mL) com fraca atividade para S. aureus. Os
demais extratos das plantas frutiferas silvestres testadas apresentam-se como

inativos por exibirem valores superiores a 1000 pg/mL.

Tabela 07. Valores de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos extratos metanolico
das plantas frutiferas silvestres frente as bactérias e fungo testados.

Plantas . Concentracgao Inibitéria Minima (ppm)
. Partes utilizadas )

frutiferas S. aur E. coli C. alb
Polpa >1000 >1000 >1000

Cascas 1000 >1000 >1000

Abuta selloana Sementes >1000 >1000 >1000
Galhos >1000 >1000 >1000

Folhas >1000 >1000 >1000

Continuacéao...
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Plantas Partes Concentracgdo Inibitéria Minima (ppm)
frutiferas utilizadas S. aur E. coli C. alb
Campomanesia Fruto inteiro >1000 >1000 >1000
reitziana
Fruto inteiro >1000 >1000 >1000
Cyphomandra Polpa >1000 >1000 >1000
betacea
Cascas >1000 >1000 >1000
Eugenia Polpa e Cascas >1000 >1000 >1000
brasiliensis Sementes 500 >1000 >1000
-ugena Fruto inteiro >1000 >1000 >1000
Polpa >1000 >1000 >1000
Inga vera Cascas >1000 >1000 >1000
Sementes >1000 >1000 >1000
Polpa (madura) 62,5 >1000 >1000
Cascas (madura) >1000 >1000 >1000
Sementes (madura) >1000 >1000 >1000
Polpa >1000 >1000 >1000
(semi-madura)
Cascas >1000 >1000 >1000
(semi-madura)
) Sementes >1000 >1000 >1000
Marlierea (semi-madura)
tomentosa
Polpa e Cascas (verde) >1000 >1000 >1000
Sementes (verde) >1000 >1000 >1000
Galhos 500 >1000 >1000
Folhas >1000 >1000 >1000
Polpa >1000 >1000 >1000
Cascas >1000 >1000 >1000
Myrcianthes Sementes 500 >1000 >1000
pungens Folhas >1000 >1000 >1000
Galhos >1000 >1000 >1000
Monstera Polpa >1000 >1000 >1000
deliciosa Cascas >1000 >1000 >1000
Morus nigra Fruto inteiro >1000 >1000 >1000
Opuntia ficus- Polpa >1000 >1000 >1000
indica Casca >1000 >1000 >1000
Plinia edulis Polpa >1000 >1000 >1000
Casca >1000 >1000 >1000
Semente 125 1000 >1000
Rubus niveus Fruto inteiro >1000 >1000 >1000

Legenda: S. aur (Staphylococcus aureus), E. coli (Escherichia coli), C. alb (Candida albicans).
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Como demonstrado na Tabela 07, a Unica parte da M. pungens tendo
moderada atividade contra a bactéria S. aureus, foi a semente (CIM de 500 pg/mL).
No entanto, no estudo de Desoti e colaboradores (2011), avaliando a atividade
antimicrobiana, antifingica e citotoxica das folhas de M. pungens, evidenciaram que
0s extratos de acetato de etila e hexano apresentaram CIM < 62,5 yg/ml contra
bactérias Gram-positivas, 0 que pode estar relacionado aos taninos encontrados nas
folnas dessas plantas. O extrato hexanico mostrou a mais forte inibicao,
apresentando CIM com mesma concentracdo, e 0 extrato metandlico apresentou
boa atividade antifingica.

O rastreio fitoquimico do extrato de etanol aquoso mostrou a presenca de
substancias com interesse farmacoldgico, tais como os flavonoides, taninos,
saponinase terpendides, mas, apesar da presenca destas classes, 0 extrato néo
inibiuo crescimento de Aspergillus niger, C. albicans, E. coli e S. aureus, em uma
concentracédo del,000 mg/mL (ISHIKAWA et al., 2008a).

Investigacbes realizadas pelo NIQFAR, pesquisando o0 potencial
antimicrobiano de quatro espécies de plantas medicinais da flora brasileira, entre
elas a R. niveus, mostrou atividade antimicrobiana contra S. aureus no extrato
metandlico e na fracdo acetato de etila apresentando CIM de 250 ug/mL e 500
Mg/mL, respectivamente (MELIM et al., 2013). Estudos revelam que o extrato de R.
niveus além de apresentar elevado teor de vitamina C e betacaroteno, € rico em
compostos fendlicos além de acido elagico o que justifica a acdo antibacteriana
(SCHAKER; ANTONIOLLI, 2009).

5.2.4 Atividade antiproliferativa

A andlise in vitro foi realizada para avaliar a atividade antiproliferativa de
alguns dos EMB dos frutos silvestres. Para isso, foram utilizadas 4 linhagens de
células tumorais humanas: U251 (glioma), MCF-7 (mama), 786-0 (rim), NCI-H460
(pulmao, tipo ndo pequenas células). Valores de Glsg foram calculados para
avaliacdo desta atividade (Tabela 08). Como parametro de atividade, considerou-se
como atividade antiproliferativa potente, os extratos que apresentaram Glso < que 30
ng/mL (ITHARAT et al., 2004).
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Tabela 08. Valores de Glso (ug/mL)? do controle (Doxorrubicina) e de alguns EMB
das plantas frutiferas silvestres.

Nome Cientifico Parte Usada U251 MCF7 NCI-H460  786-0
Doxorrubicina -- 0,025 <0,025 <0,025 <0,025
Fruto inteiro >250 27,8 9,0 27,2
Abutaselloana Cascas >250 32,8 >250 -
Folhas 27,5 8,5 26,5 -
Galhos >250 63,3 >250 -
Campomanesia reitziana Fruto inteiro >250 1449 >250 -
Cyphomandra betacea Fruto inteiro >250 >250 >250 -
Eugenia brasiliensis Polpa e cascas >250 >250 >250 -
Sementes 25,8 26,6 27,1 -
Inga vera Polpa >250 >250 >250 >250
Cascas >250 228,5 15,5 53
Myrcianthes pungens Fruto inteiro >250 >250 >250 250
Monstera deliciosa Polpa >250 >250 >250 >250
Cascas >250 >250 >250 >250
Morus nigra Fruto inteiro >250 >250 >250 >250
Plinia edulis Polpa 6,8 250 >250 -
Cascas 23,1 40,1 250 -
Solanum muricatum Fruto inteiro >250 >250 >250 >250

Legenda: Linhagens tumorais humanas: U251 (glioma), MCF7 (mama); NCI-H460 (pulmé&o, tipo ndo
pequenas células); 786-0 (rim); °G150: Growth Inhibition 50 — concentragdo necessaria para inibir 50%
do crescimento celular.

Com base nos resultados obtidos, foi possivel verificar que os extratos obtidos
das folhas de A. selloana e das sementes de E. brasiliensis inibiram o crescimento
das linhagens celulares de glioma (U251), mama (MCF7) e pulmao (NCI-H460), com
valores de Glsg entre 8,5 e 27,5 pug/mL. Ja o fruto inteiro da A. selloana apresentou
atividade antiproliferativa contra a linhagem de mama (MCF-7), rim (786-0), e
principalmente pulmé&o com valor de Glspde 9,0 pg/mL.

Com relacdo as cascas e a polpa de P. edulis, os extratos demonstraram
atividade antiproliferativa contra a linhagem de glioma com valor de Glso de 23,1 e
6,8 pg/mL, respectivamentos. Outra espécie que também demonstrou resultado
significativo a |. vera. Como pode ser observado, o extrato das cascas foi ativo
contra as linhagens de pulméo (15,5 pg/mL) e rim (5,3 pg/mL). As outras espécies

nao demonstraram efeito considerado significativo.


http://florabrasiliensis.cria.org.br/search?taxon_id=6612
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5.3 Perfil fitoquimico e bioldgico das plantas frutiferas selecionadas

O processo de fracionamento de extratos vegetais visa a separacdo dos
provaveis metabdlitos secundarios presentes e € utilizado geralmente quando néo
se conhece a natureza dos compostos (NIERO et al., 2003; MALHEIROS et al.,
2010). O isolamento e a purificacdo sdo geralmente necessarios quando se pretende
determinar as propriedades biolégicas da substancia modelo (SOLDI, 2007).

Considerando que o EMB do fruto inteiro de C. reitziana, das folhas de M.
pungens e das cascas de P. edulis demostraram melhor perfil fitoquimico na analise
fitoquimica preliminar e resultados significativos nos testes farmacologicos,
procedimentos visando o isolamento e identificacdo das substancias presentes,

foram realizados.

5.3.1 Campomanesia reitziana

A partir de procedimentos cromatograficos demonstrados na Figura 20 (p.74),
as subfracbes 3-5 (13 mg) foram reunidas por apresentarem uma Unica mancha.
Através da andlise dos dados de RMN-H'e RMN-C*®e em comparacdo com a
literatura (GONZALEZ et al., 1992; BELOFSKY et al., 2004), este composto foi
identificado como 4’,6’-dihidroxi-3’,5’-dimetil-2’-methoxichalcona (Ci1gH1504) ou

dimetil cardamonin (Figura 27),

Figura 27. Estrutura molecular dachalcona 4’,6’-dihidroxi-3’,5’-dimetil-2’-metoxi ou

dimetil cardamonin (composto 1) isolado dos frutos de Campomanesia reitziana.
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Neste aspecto, os espectros de RMN-H! (Figura 28) e RMN-**C (Figura 29),
mostram a presenca de dois grupos metilaem 6H 2.13 e 2.16 eem dC 7.6 e 8.2, um
grupo metoxi em dH 3.66 e 6C 62.4. Foram verficados sinais de H e C aromaticos
emoH 7.42 e 7.66 e em dC 128.4 e 128.9, referentes aos C 2-6.

Os dados de RMN encontram-se na Tabela 09, assim como os dados
encontrados na literatura (GONZALEZ et al., 1992; BELOFSKY et al., 2004), e estéo

de acordo com a estrutura da Figura 27.

Figura 28. Espectro de RMN-H}(CDCIl; 300MHz) ampliado de 8.5 a 1.0 ppm do

dimetil cardamonin.
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Figura 29. Espectro de RMN-C* (CDCl; 75MHz) ampliado de 10 a 170 ppm do

dimetil cardamonin.
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Tabela 09. Dados de RMN-H!, RMN-C®do dimetil cardamonin(composto 1) em

comparacao com dados da literatura*.

Composto 1

Composto 1*

5H 5C 5H 5C
1 135.4 135.7
2 7.66 (m) 128.4 7.67 (m) 128.7
3 7.42 (m) 128.9 7.43 (m) 129.2
4 7.42 (m) 130.2 7.43 (m) 130.4
5 7.42 (m) 128.9 7.43 (m) 129.2
6 7.66 (m) 128.4 7.67 (m) 128.7
1’ 109.1 109.4
2’ 158.9 159.2
3 108.8 109.1
& 159.1 5.36 (OH, s) 159.4
5 106.5 106.8
6 162.1 13.63 (OH, s) 162.3
a 8.01 (d) 126.7 8.02 (d) 127.0
B 7.86 (d) 142.9 7.86 (d) 143.1
Cc=0 193.4 193.6
OCH,2’ 3.66 (s) 62.4 3.69 (s) 62.6
CH.5’ 2.16 (s) 8.2 2.18 (s) 8.5
CH3.3’ 2.13 (s) 7.6 2.16 (s) 7.8

* (GONZALEZ et al., 1992; BELOFSKY et al., 2004)
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Através de andlise por CCD, foram observados trés outros compostos
fendlicos, ainda nao identificados. No entanto foi verificado que a chalcona 4’,6'-
dihidroxi-3’,5’-dimethil-2’-methoxi (composto 1) € o composto majoritario, conforme
também evidenciado por CLAE (Figura 30).

Alguns flavonoides (isoquercetina, miricitrina) amplamente presentes no
género Campomanesia, e verificados nas folhas de C. reitziana (dados né&o
publicados), ndo foram detectados no extrato metanolico do fruto estudado, devido a
prépria capacidade da planta ou diferente parte na producdo dos metabdlitos ou
ainda devido a influéncia de diferentes fatores ambientais na producdo de
metabolitos secundarios (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Figure 30. Andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) da subfragéo
3-5 dos frutos frescos de Campomanesia reitziana e do dimetil cardamonin
(composto 1).
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As chalconas fazem parte de um grupo de compostos polifendlicos
intermediarios na biossintese de flavonoides e isoflavonoides. Constituem uma das
maiores classes de compostos naturais abundantes em frutas, vegetais, chas,
especiarias que tem despertado grande interesse em pesquisas quimicas e
farmacoldgicas por apresentarem inimeras atividades biolégicas (NOWAKOWSKA,
2007; REDDY et al., 2008).
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Considerando que o extrato metandlico dos frutos de C. reitziana exibiu um
efeito antinociceptivo acima de 50% pela via intraperitoneal, e por seu perfil
fitoquimico apresentar-se bastante interessante, esta planta foi avaliada também
pela via oral na dose de 100 mg/kg, apresentando um valor de inibicdo do processo
doloroso induzido pelo &cido acético de 49,2% (Figura 31). Observando-se assim

uma boa absorcao e disponibilidade do extrato quando administrado pela via oral.

Figura 31. Efeito inibitério do extrato metandlico dos frutos de Campomanesia

reitziana no modelo de dor induzida pelo acido acético 0,6%.
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Dose de 100mg/Kg, via oral, n = 6 animais/grupo, resultado expresso como média + EPM. Asteriscos
indicam diferenca significante (**p<0,01) quando comparado com o grupo controle utilizando-se
ANOVA seguida do teste Dunnet.

O dimetil cardamonin foi o principal constituinte isolado do extrato metandlico
dos frutos da C. reitiziana e foi também avaliado no modelo de dor induzida pelo
acido acético 0,6%. Os resultados obtidos com a substancia isoladaem quatro
concentracOes diferentes (0,3, 1, 3 e 10 mg/kg), administrados por via i.p., estéo
representados na Figura 32. Foi observado que o dimetil cardamonin apresentou
efeito dose-dependente, com inibicdo de 72,3% na dose de 10 mg/kg e Dlsy 2,42
(1,95 — 3,0) mg/kg. Considerando a sua massa molar (MM = 299), a inibicdo pode
ser expressa em um valor de Dls 8,1 (6,5 — 10,1) umol/kg, sendo 16 vezes mais
potente que os farmacos de referéncia paracetamol (PAR) e acido acetilsalicilico
(AAS), cujos os valores de Dlsp sdo de 125 e 133 pumol/kg, respectivamente (SOUZA
et al., 2000).
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Figura 32. Efeito inibitério do dimetil cardamonin isolado dos frutos de

Campomanesia reitziana no modelo de dor induzida pelo acido acético 0,6%.
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Dimetil cardamonin

Doses de 0,3, 1, 3 e 10 mg/kg, via intraperitoneal, n = 6 animais/grupo, resultado expresso como
meédia + EPM. Asteriscos indicam diferenca significante (**p<0,01) quando comparado com o grupo
controle utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.

O extrato metandlico e a substancia isolada dimetil cardamonin foram
avaliados também no modelo de dor induzida pela formalina, o qual avalia duas
fases distintas de dor, em consequéncias da liberacdo de diferentes mediadores
(DUBUISSON; DENNIS, 1977; HUNSKAAR; HOLE, 1987). Na primeira fase do teste
(processo doloroso conhecido como neurogénico ou agudo), a substancia isolada
apresentou uma atividade mais significativa que o extrato metandlico dos frutos. Nas
doses avaliadas, de 5 e 10 mg/kg, a inibicdo foi de 52,2 e 39,9%, respectivamente,
demonstrando que a Dls; da substancia dimetil cardamonin provavelmente sera
menor que 5 mg/kg ou 16,72umol/kg.

O farmaco de referéncia paracetamol (PAR), avaliado neste modelo na dose

de 10 mg/kg, ndo demonstrou ser efetivo nesta primeira fase (Tabela 10).
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Tabela 10. Efeito antinociceptivo avaliado no modelo de dor induzida pela formalina
do extrato metandlico dos frutos da Campomanesia reitiziana, do farmaco

paracetamol e da substancia isolada dimetil cardamonin.

Modelo de dor Induzida pela Formalina
Primeira Fase Segunda Fase Edema
Extrato metanadlico (10mg/kg) 39,9% + 4,44** 26,8% + 8,5** 17,1% + 3,3*

Dimetil cardamonin (5mg/kQg) 52,9% + 2,9** 57,6% + 5,3** 17,7% + 5,6*

Paracetamol (10mg/kg) Inativo 33,0% + 5,0** NT

NT - ndo testado; cada grupo representa a média de seis animais, doses 5 e 10 mg/Kg, via
intraperitoneal. Asteriscos indicam diferenca significante (** p<0,01 e * p<0,05) quando comparado
com o grupo controle utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.

A primeira fase tem inicio logo apds a injecdo da formalina e mantém-se
pelos 5 minutos seguintes. Acredita-se que ela decorra da estimulacdo quimica
direta dos nociceptores (aferentes tipo C e A), por mediadores quimicos como a
substancia P, o glutamato e a bradicinina, responsaveis pela nocicepcao
neurogénica (HUNSKAR; FASMER; HOLE, 1985; HUNSKAR; HOLE, 1987).

Na segunda fase, (inflamatéria) novamente a atividade da substancia isolada
foi superior a do extrato metandlico dos frutos, cujas inibicdes foram de 57,6% e
26,8% respectivamente. O que novamente pode-se extrapolar de que a Dlsp para a
substancia dimetil cardamonin seja inferior a 5 mg/kg ou 16,72 pmol/kg.
Comparando-se com o PAR a atividade observada nesta, na dose de 10 mg/kg € de
33%.

A segunda fase tem inicio com 15 minutos apds o estimulo nociceptivo e
termina aos 30 minutos, apos a injecdo da formalina. Esta resposta € decorrente da
liberacdo de varios mediadores quimicos pro-inflamatdrios, como histamina,
serotonina, prostaglandinas e bradicinina. Quando comparado com outros modelos
para o estudo da dor, o teste da formalina € o que mais se assemelha com as
caracteristicas da dor clinica aguda, seja ela de natureza quimica, elétrica ou
mecéanica (HUNSKAR; FASMER; HOLE, 1985; HUNSKAR; HOLE, 1987; TJOLSEN,;
HOLE, 1997).

Estas duas fases podem refletir diferentes processos patologicos, e auxiliam
a elucidacdo do possivel mecanismo envolvido na analgesia (HUNSKAAR; HOLE,
1987; SHIBATA et al., 1989).
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Alguns AINEs como o PAR, atuam unicamente nos tecidos periféricos e
diminuem a nocicep¢do somente na segunda fase, enquanto outros como o acido
mefenamico, atua tanto no SNC como em tecidos periféricos e acaba afetando as
duas fases, embora a resposta a segunda fase seja inibida por doses menores que a
primeira fase (ROSLAND et al., 1990). Baseado no exposto a substancia testada
parece em parte, atuar por diferentes mecanismos ou agir sobre o SNC (SHIBATA et
al., 1989), porém, experimentos adicionais sd0 necessarios para elucidar esta
observacao.

O edema provocado pela formalina também foi analisado para o extrato
metandlico e para a substancia isolada, demonstrando um discreto efeito anti-
edematogénico, com inibicdes de 17,1 e 17,7%, respectivamente.

Estes resultados demonstraram pela primeira vez, que os frutos de C.
reitiziana exibiram um pronunciado efeito antinociceptivo em camundongos, e a
chalcona, dimetil cardamonin, parece ser seu principal principio ativo isolado
responsavel por esta atividade antinociceptiva.

As chalconas sao cetonas a, B-insaturadas abundantes em plantas
superiores, com potencial terapéutico importante em varias patologias (YUNES et
al., 2006; PADARATZ et al., 2009; SINGH; ANAND; KUMAR, 2014). Pesquisadores
do grupo NIQFAR j& verificaram atividade antinociceptiva de varias chalconas
sintéticas (CORREA et al., 2001; CAMPOS-BUZZI et al., 2006), bem como, de uma

nova benzofuranona derivada de uma chalcona (PADARATZ et al., 2009).

5.3.2 Myrcianthes pungens

Conforme demonstrado na Figura 22 (p. 75), parte do precipitado da folha (5
g) passou pelo processo de CC, e a subfracdo 14-15 (500 mg) foi recromatografada.
A partir de procedimentos cromatograficos, uma mistura de dois triterpenos foi
obtida, sendo estes identificados como a-amirina (~75%) e B-amirina (~25%) (Figura
33), segundo comparacdo dos dados espectroscopicos com a literatura (DIAS;
HAMERSKI; PINTO, 2011).
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Figura 33. Estrutura molecular dos triterpenos a-amirina (A) e p-amirina (B).
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Os triterpenos a e B-amirina, na maioria das vezes sao obtidos sob a forma de
uma mistura onde a proporcdo de cada um vaidepender da espécie vegetal. A a-
amirina possui um esqueleto basico dotipo ursano e o B-amirina possui um
esqueleto do tipo oleanano onde a Unica diferenca entre eles e a posicdo de uma
metila no anel E (SOLDI, 2007).

Os terpendides sdo encontrados em plantas de diversos géneros e possuem
atividades farmacolégicas bastante difundidas na literatura tais como: analgésica
(GUIMARAES et al., 2012), ansiolitica, antidepressiva (WU; ZHU; GUO, 2012),
hipnética, anticonvulsivantes (KUMAR; KHANUM, 2012), dentre outras. Estudos
farmacolégicos revelam que os triterpenos a e (-amirina (Figura 33), em conjunto
possuem inumeras atividades biologicas, destacando-se a atividade anti-inflamatoria
em sistemas periféricos (VITOR et al., 2009).

Em um segundo momento do estudo, parte da fracdo AE (5g) passou pelo
processo de CC, conforme demonstrado na Figura 23 (p.76). As subfracdes foram
analisadas por CCD e reunidas quando exibiram o mesmo perfil cromatogréafico. Na
subfracdo 6-14 (68 mg) foi identificado o composto quercetina (Figura 34), e a
subfracdo 15-17 (1300 mg) foi recromatografada. As subfracbes foram analisadas
novamente por CCD e a subfracdo 10-14 foi identificada como o composto
guercitrina (Figura 35). Ambos os compostos foram identificados com base na
literatura (MEYRE-SILVA et al., 2001).



Figura 34. Estrutura molecular quimica do flavonoide quercetina.
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Figura 35. Estrutura molecular guimica do flavonoide quercitrina.
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Para confirmacao da presenca destes flavonoides foi realizada a técnica de

CLAE (Figura 36), utilizando padrdes ja estabelecidos, evidenciando também a

presenca da rutina, que posteriormente foi confirmada através da técnica de CCD.

A presenca da quercetina ndo foi observada no EMB, porém, foi verificada na

fracdo AE, sugerindo que esta é produzida pela rutina, durante o processo de

particdo, com a ruptura da ligacdo da ramnose, em presenca de solventes proéticos

ou &cido (presenca de &cido acético no acetato de etila, por exemplo), se

transformando na aglicona quercetina.
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Figura 36. Cromatograma por CLAE do EMB das folhas de Myrcianthes pungens.
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Legenda: 1=a= rutina; 2=b=quercitrina; 3=c=quercetina; d= fracdo acetato de etila; e = extrato
metandlico.

Este é o primeiro estudo fitoquimico com as folhas de M. pungens, entretanto,
alguns flavonoides (quercitrina, isoquercitrina e hiperosideo) ja foram evidenciados
nos frutos desta espécie (ANDRADE et al., 2011). Desoti e colaboradores (2011) ao
avaliarem o extrato bruto metandlico dos frutos de M. pungens identificaram classe
dos compostos: taninos, flavonoides, esteroides e alcaloides em sua composicéo, e
Dalla Nora (2012) relatou ter encontrado antocianinas e carotenoides, predominando
malvidina 3-glicosideo e B-caroteno, avaliando o extrato metandlico do fruto.

A avaliagao inicial dos EMB das diferentes partes de M. pungensna dose de
10 mg/Kg (i.p.) utilizando o modelo de contor¢Bes abdominais induzidas pelo &acido
acético a 0,6% (Tabela 04 — p. 83), foi possivel observar que a maioria dos extratos
exibiram pronunciada atividade antinociceptiva. O extrato das folhas foi selecionado
para um estudo mais detalhado por apresentar boa ac¢do farmacoldgica, bom perfil
fitoquimico evidenciado por CCD, melhor rendimento e possibilidade de gestédo
sustentavel do recurso natural. Por estas razdes este extrato foi avaliado em outras
doses para verificar sua poténcia.

A Figura 37 demonstra que o efeito antinocicedptivo do extrato metandlico
das folhas avaliado no modelo de dor induzida pelo acido acético 0,6%, nas doses
de 3, 6 e 10 mg/kg, administrados por via i.p. apresentou um efeito dose-
dependente, com uma inibicdo de 59,23% na dose de 10 mg/kg e uma Dl5y7,27
(6,56 — 8,06) mg/kg, sendo cerca de 3,4 vezes mais potente que AAS e PAR, que
apresentam valores calculados de Dlsyg de aproximadamente 25 mg/kg neste

modelo. O modelo de dor induzida pelo acido acético € um modelo visceral
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largamente utilizado para avaliar a atividade antinociceptiva periférica. Neste
modelo, o acido acético atua de forma indireta pela liberacdo de mediadores
endodgenos envolvidos na modulacdo da nocicepcédo, incluindo a bradicinina,
serotonina, histamina, prostaglandinas e citocinas, como a IL- 1B, TNF-a e a IL-8, a
partir de macrofagos e basofilos residentes na cavidade abdominal, e que em
conjunto com outros mediadores podem induzir a nocicepgdo caracteristica
observada nesse modelo (WHITTLE, 1964; LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001,
WANG et al., 2014).

Figura 37. Efeito antinociceptivo do extrato metandlico das folhas de Myrcianthes

pungens no modelo de dor induzida pelo acido acético 0,6%.
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Doses de 3, 6, e 10 mg/kg, via intraperitoneal, n = 6 animais/grupo, resultado expresso como média +
EPM. Asteriscos indicam diferenca significante (**p<0,01) quando comparado com o grupo controle
utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.

O extrato metandlico das folhas de M. pungens foi também avaliado no
modelo de dor induzida pela formalina (Tabela 11) e demonstrou atividade em
ambas as fases, na dose de 10 mg/kg, com uma inibicao de 33,40% na primeira fase
e de 54,73% na segunda fase, sendo assim mais efetivo que o farmaco de
referéncia PAR, que se apresenta inativo na primeira fase e tem uma inibicdo de
33,0% na segunda fase. Este extrato também promoveu uma reducdo de 20,0% no
edema provocado pela formalina quando o grupo teste foi comparado com o grupo

controle.
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Tabela 11. Efeito antinociceptivo avaliado no modelo de dor induzida pela formalina

do extrato diclorometano de Plinia edulis, do acido maslinico e do farmaco

paracetamol.
Modelo de dor Induzida pela Formalina
Primeira Fase Segunda Fase Edema
Extrato metandlico 33,4% + 5,68** 54,73% + 6,91*  20,0% * 4,2*
(10 mg/kg)
Paracetamol (10mg/kQ) Inativo 33,0% £ 5,0** NT

NT- ndo testado; cada grupo representa a média de seis animais, dose 10 mg/Kg, via intraperitoneal.
Asteriscos indicam diferenca significante (** p<0,01 e * p<0,05) quando comparado com 0O grupo
controle utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.

Os resultados demonstram ainda a eficacia de M. pungens, como um agente
analgésico potencialmente novo e eficaz para o controle da dor. Seu mecanismo de
acdo ainda ndo esta elucidado, mas considera-se que Varios principios ativos,
incluindo triterpenos e flavonoides evidenciados no presente estudo, podem estar
agindo de maneiras distintas, 0 que pode explicar parcialmente o potencial
antinociceptivo evidenciado para o extrato metandlico das folhas. Investigacdes
anteriores efetuadas pelo NIQFAR e outros grupos tém demonstrado que todos os
compostos (a e B-amirina, quercetina e quercitrina) exibiram efeitos antinociceptivos
guando avaliados em varios modelos de nocicepcédo em ratos (CECHINEL-FILHO et
al.,, 1996; MEYRE-SILVA et al., 1998; GADOTTI et al., 2005; OTUKI et al., 2005;
SERAFIN et al., 2007; HOLANDA PINTO et al., 2008; WILLAIN-FILHO et al., 2008;
LAPA et al., 2009; TREVISAN et al., 2014).

Os compostos a e B-amirina, quercetina e quercitrina obtidos de M. pungens,
sdo compostos comuns em plantas e ja foram isolados e identificados em muitas
outras espécies vegetais estudadas pelos pesquisadores do NIQFAR/UNIVALI, e por
apresentarem atividade biolégica comprovada, o presente trabalho decidiu néo

serem investigados quanto a agdo analgésica (CECHINEL FILHO, 2015).
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5.3.3 Plinia edulis

Parte do EMB dascascasdos frutos de P. edulis passou pelo processo de CC,
conforme demonstrado na Figura 24 (p. 77), e dois terpenos foram isolados, acido
maslinico e ursolico (Figura 38). Os mesmos foram identificados usando Co-CCD
com amostras auténticas e confirmados por espectrometria de massas (EM)-injecéo
direta (Figura 39 e 40), de acordo com a literatura (SOUSA, 2010).

Figura 38. Estrutura molecular do &cido maslinico (A) e do &cido ursdlico (B).

(A) R'= COOH

Figura 39. Espectro de massas do acido maslinico (A) e destacando o ion molecular
de massa igual a 472 Da (B).

%

100 248
90 203
80
70
60
q 41
50 55 133
40
] 69
307 105
207
o] 147 ZT
o’ bobyoh #2290 a8s  4p0
50 100 150 200 250 300 350 400 450



111

%

10.0+

5.0+

2.5+

4 470
4 4]2
0.0 T T T T T i

L e e s e e T T T T T e e e AN
440.0 445.0 450.0 455.0 460.0 465.0 470.0 475.0 480.0

Figura 40. Espectro de massas do acido ursolico.
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Ambos ja foram identificados na fragdo hexano do extrato etandlico das folhas
de P. edulis (ISHIKAWA et al., 2014), porém, nunca descridos nas casas dos frutos.
Ishikawa e colaboradores evidenciaram ainda na fracdo hexano, p-amirina, lupeol e
acidocorosolico, e na fracdo acetato de etila, acido galico, quercitrina, miricetina e
quercetina.

Os extratos metandlicos brutos das diferentes partes da P. edulis, quando
avaliados no modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético a 0,6%,
na dose de 10 mg/kg (Tabela 04), demonstraram atividade antinociceptiva, sendo o
extrato das cascas 0 promissor, com uma inibicdo de 91,34%. Este extrato foi
fracionado por particdo com dois diferentes solventes, acetato de etila e
diclorometano, e suas fracdes foram avaliadas no mesmo modelo, apresentando

uma inibicdo de 51,52% e 68,32%, respectivamente (Figura 41).
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Figura 41. Efeito antinociceptivo da fracdo de acetato de etila (AE) e diclorometano
(DCM) de Plinia edulis no modelo de dor induzida pelo &cido acético 0,6%.
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Dose de 10 mg/kg, via intraperitoneal, n = 6 animais/grupo, resultado expresso como média + EPM.
Asteriscos indicam diferenca significante (**p<0,01) quando comparado com o0 grupo controle
utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.

A partir do extrato de diclorometano foi isolado o acido maslinico, um de seus
constituintes majoritarios, o qual foi também avaliado neste mesmo modelo,
administrado por via i.p., nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg. Pode-se observar que o
acido maslinico (Figura 42) apresentou um efeito dose-dependente, com uma
inibicdo de 60,8% na dose de 10 mg/kg e uma Dlso 3,31 (2,75 — 4,0) mg/kg,
considerando a sua massa molar (472) a inibicdo pode ser expressa em um valor de
Dlso 7,01 (5,83 — 8,74) umol/kg, sendo 19 vezes mais potente que os farmacos de
referéncia PAR e AAS, cujos os valores de Dlssdo de 125 e 133 umol/kg,
respectivamente (SOUZA et al., 2000).
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Figura 42. Efeito antinociceptivo do acido maslinico isolado de Plinia edulis avaliado

no modelo de dor induzida pelo acido acético 0,6%.
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Doses de 1, 3 e 10 mg/kg, via intraperitoneal, n = 6 animais/grupo, resultado expresso como média +
EPM. Asteriscos indicam diferenca significante (**p<0,01) quando comparado com 0 grupo controle
utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.

A fracdo de diclorometano das cascas foi também avaliada no modelo de dor
induzida pela formalina, na dose de 10 mg/kg apresentando um efeito significativo
em ambas as fases de dor, sendo mais efetiva que o farmaco de referéncia
(paracetamol) demonstrado na Tabela 12.

O acido maslinico foi entdo avaliado em diferentes doses, (1, 3 e 6 mg/kg) e
demonstrou um perfil dose-dependente também com uma atividade similar ao
extrato em ambas as fases de dor avaliadas neste modelo e sendo mais efetivo que
o farmaco de referéncia (paracetamol) que foi avaliado na dose de 10 mg/kg. A acéo
similar em ambas as fases do teste sugere que tanto o extrato quanto a substancia
isolada pode estar atuando a nivel de SNC, sendo necessario, entretanto testes

complementares para confirmar tal sugestao.
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Tabela 12. Efeito antinociceptivo avaliado no modelo de dor induzida pela formalina

do extrato diclorometano de Plinia edulis, do acido maslinico e do farmaco

paracetamol.
Modelo de dor Induzida pela Formalina

Primeira Fase Segunda Fase Edema
Extrato diclorometano (10 mg/kg)  42,09% + 3,24** 56,95% =+ 6,24** 19,61% + 4,2*
Acido maslinico (6 mg/kg) 34,57% + 3,21 37,87% * 8,46 29,41% + 4,2**
Acido maslinico (3 mg/kg) 12,64% * 6,92 23,88% + 7,59 17,65% * 4,0*
Acido maslinico (1 mg/kg) 9,53% + 7,95 7,25% + 11,76 3,92% + 4,6
Paracetamol (10 mg/kg) Inativo 33,0% £ 5,0** NT

NT- ndo testado; cada grupo representa a média de seis animais, na dose de 10 mg/Kg do extrato
diclorometano, nas doses de 1, 3 e 6 mg/Kg do acido maslinico e 10 mg/kg do farmaco de referéncia.
Asteriscos indicam diferenca significante (** p<0,01 e * p<0,05) quando comparado com 0O grupo
controle utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.

Os resultados obtidos parecem sugerir que o excelente efeito analgésico
apresentado pelo extrato DCM das cascas de P. edulis, pode ser devido em parte a
presenca dos terpenos evidenciados no presente estudo. Outros compostos que ja
foram descritos nesta, como flavonoides (quercitrina, miricetina, quercetina, acido
géalico), e outros terpenos (B-amirina, lupeol, acido corosdlico) (ISHIKAWA et al.,
2014), também devem contribuir com o efeito analgésico.

O &cido maslinico embora ndo seja a Unica substancia responsavel pela
atividade antinociceptiva parece ser uma molécula muito promissora para o0
desenvolvimento de um novo farmaco analgésico com base nos resultados obtidos.

Quanto a atividade biologica, Carvalho, Ishikawa e Gouvéa (2012)
demonstraram o efeito das folhas de P. edulis como um agente quimiopreventivo e
uma fonte rica de compostos potenciais para o desenvolvimento de farmacos
antineoplasicos. Ishikama et al. (2014) também evidenciaram efeito gastroprotetor
obtido a partir de extratos das folhas de P. edulis e fracbes, demonstrando ser uma
planta antiulcerogénica promissora. No entanto, mais estudos sdo necessarios para
estabelecer os mecanismos de acao.

Ja foi evidenciada a atividade antinociceptiva do acido maslinico. O mesmo
reduziu, em camundungos, as contor¢bes abdominais induzidas pelo acido acético,
a fase inflamatoéria da dor induzida por formalina e a alodinia mecanica induzida por
capsaicina (NIETO et al., 2013). O presente trabalho também demonstrou reducao

das contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético, e da fase inflamatéria.



6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos permitem considerar que:

Com base na andlise fitoquimica preliminar, os galhos e folhas de Abuta
selloana e Marlierea tomentosa, o fruto inteiro de Campomanesia reitziana, as folhas
e sementes de Myrcianthes pungens e a casca de Plinia edulis mostraram melhor
perfil fitoquimico em relacdo a quantidade de compostos e suas classes presentes.

A partir da triagem farmacoldgica o presente estudo obteve resultados
expressivos para as diferentes plantas frutiferas silvestres selecionadas, com
destaque para:

- Opuntia ficus-indica, Plinia edulis, Marlierea tomentosa, Abuta selloana,
Myrcianthes pungens na atividade antinociceptiva;

- Eugenia brasiliensis, Marlierea tomentosa, Myrcianthes pungens e Plinia edulis
para atividade antimicrobiana;

- Com excecdao do fruto inteiro de Myrcianthes pungens no ensaio de Ulcera gastrica
aguda induzida por etanol, todas as demais plantas frutiferas apresentaram
atividade gastroprotetora. Por sua vez, no modelo de Ulcera géastrica induzida por
indometacina o fruto inteiro da Myrcianthes pungens assim como 0s demais extratos
metandlico, apresentaram potencial de gastroprotecao.

- Abuta selloana, Plinia edulis e Inga vera apresentaram resultados promissores para
a atividade antiproliferativa contra as células cancerigenas avaliadas.

A analise fitoquimica permitiu o isolamento de uma chalcona 4’,6’-dihidroxi-
3’,5’-dimetil-2’-metoxi chalcona ou dimetil cardamonin, em Campomanesia reitziana;
da mistura de triterpenos a-amirina e B-amirina e dos flavonoides rutina, quercetina e
quercitrina, nas folhas de Myrcianthes pungens; e dos terpenos acido maslinico e

acido ursodlico nas cascas de Plinia edulis.



7 CONCLUSOES

Podemos concluir que todas as 14 plantas frutiferas silvestres estudadas
apresentaram algum potencial fitoquimico e biolégico/farmacolégico nos diferentes
ensaios desenvolvidos durante este estudo. Entre elas, a Campomanesia reitziana,
a Myrcianthes pungens e a Plinia edulis destacaram-se, mostrando a presenca de
compostos bastante promissores quanto a atividade analgésica, sendo mais ativos
que os farmacos de referéncia.

Os resultados obtidos até o presente momento sdo promissores sob o ponto
de vista quimico e medicinal, incentivando a continuidade dos experimentos a fim de
aprofundar o conhecimento dos fitoconstituintes encontrados nas plantas frutiferas
silvestres foco deste estudo. Portanto, sugere-se que mais estudos sejam realizados
para incrementar a busca por espécies vegetais e compostos (derivados e/ou
anélogos) com potencial terapéutico visando a descoberta de novos e eficazes

agentes medicinais.
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