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RESUMO

Combretum duarteanum, popularmente conhecida como mofumbo, € uma arvore
distribuida em varias regides do territério brasileiro, com boa adaptacdo a Caatinga e
no norte de Minas Gerais inserida em remanescentes de floresta tropical seca. Na
medicina popular, hastes e folhas sdo usadas para tratamento de dor e inflamacéo.
Essa utilizagdo tem correlacdo quimica na bioatividade de compostos fendlicos e
terpenos presentes na planta. Neste trabalho objetivou-se verificar o potencial de
bioatividade do extrato bruto e particdes de C. duarteanum, nas concentracoes de 25,
50,100 e 200ug/ml, na acdo antioxidante, anti-inflamatéria e antiproliferativa. Foi
realizada andlise fitoquimica com avaliacdo dos teores de fendlicos e flavonoides
totais e analise da fracdo hexanica e metandlica por cromatografia acoplada a
espectrometria de massa. A determinacao da atividade antioxidante foi avaliada pelo
potencial de sequestros de radicais livres por DPPH e parametros enzimaticos (SOD
e CAT) pelo método ELISA em cultura de fibroblastos L929. Foi avaliado o potencial
anti-inflamatério em fibroblastos induzidos por LPS para avaliacdo dos niveis de IL 6 e
1L B (método ELISA). Foi realizado ensaio de viabilidade celular por exclusdo de azul
de tripan para verificacdo de citotoxicidade em células de melanoma murino B16-F10,
assim como teste de migracdo por ensaio de ferida. Foram identificados cinco
sesquiterpenoides: nerolidol, espatulenol, viridiflorol, ledol e 6xido de cariofileno na
fracdo hexanica e trés flavonoides: miricetina, taxifolina raminosilada e taxifolina
glicosilada na fracdo metandlica. As fracbes polares do extrato apresentaram
desempenho significativo no sequestro de radicais livres frente ao controle, e o EB e a
FM foram efetivos na manutencao da razdo SOD/CAT. Nao foi obtida resposta celular
na avaliacdo de IL B. Houve reducéo significativa dos niveis de IL 6 frente ao controle
em todas as concentragoes, exceto EB 200 pug/ml, FM 100 pg/ml e 200 pg/ml e FH
200 pg/ml. A FH e o EB [100 pg/ml e 200 pg/ml] foram significativamente citotoxicos,
o que refletiu significativamente também no teste de migracdo para essas
concentragcbes que, juntamente com FM [200 pg/ml] e EB [25 pg/ml], apresentaram
potencial antimigratério. Assim, esses resultados evidenciam o potencial antitumoral e
antimetastatico dos compostos bioativos de C. duarteanum bem como atividade anti-
inflamatoria e antioxidante principalmente para o EB e FM decorrente do estimulo
inflamatério na manutencao do equilibrio da SOD/CAT.

Palavras-chave: Combretum, antioxidante, anti-inflamatério, antitumoral.



ABSTRACT

Combretum duarteanum, tree distributed in several regions of the Brazilian territory,
with good adaptation to the Caatinga and in the north of Minas Gerais, inserted in
remnants of dry tropical forest. In folk medicine, hurries and leaves are used to treat
pain and inflammation. This use has a chemical correlation in the bioactivity of
phenolic compounds and terpenes present in the plant. This work aimed to verify the
bioactivity potential of the crude extract, and partitions of C. duarteanum, in the tools of
25, 50,100 and 200pg / ml, in the antioxidant action, anti-inflammatory and
antiproliferative action. Phytochemical analysis was performed with evaluation of the
contents of phenolic and total flavonoids and analysis of the hexane and methanolic
fraction by chromatography coupled with mass spectrometry. The determination of
antioxidant activity was evaluated by the potential for free radical scavenging by DPPH
and enzymatic parameters (SOD and CAT) by the ELISA method in L929 fibroblast
culture. The anti-inflammatory potential in fibroblasts induced by LPS was evaluated to
evaluate the levels of IL 6 and 1L B (ELISA method). Cell viability assay was
performed by excluding trypan blue to check cytotoxicity in murine B16 melanoma
cells as well as migration test by wound assay. Five sesquiterpenoids were identified:
nerolidol, spatulenol, viridiflorol, ledol and karyophylene oxide in the hexane fraction
and 3 flavonoids: myricetin, raminosylated taxifoline and glycosylated taxifoline in the
methanolic fraction. and EB and FM were effective in maintaining the SOD / CAT ratio.
No cellular response was found in the evaluation of IL 3. The reduction reduces the
levels of IL 6 compared to the control in all options, except EB 200 pug / ml, FM 100 pg
/ ml and 200 pg / ml and FH 200 pg / ml. The FH and EB [100 pg / ml and 200 pg / ml]
were studied cytotoxic, which also reflected in the migration test for these
recommendations, which together with FM [200 pg / ml] and EB [25 pg / ml]. Anti-
immigration potential. Thus, these results show the antitumor and antimetastic
potential of the bioactive compounds of C. duarteanum as well as anti-inflammatory
activity and regulation of oxidative stress resulting from inflammation in maintaining the
balance of SOD / CAT.

Keywords: Combretum, antioxidant, anti-inflammatory, anti-tumor
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1 INTRODUCAO

1.1 Metabdlitos de plantas

As plantas fornecem uma variedade de compostos vegetais resultantes
dos processos de biotransformacdo de moléculas em resposta as interagcbes com o
ambiente e com as pressoes seletivas provocadas por microorganismos parasitas e
fitofagos herbivoros. Ecofisiologicamente, os metabdlitos primarios suprem o
metabolismo basal do vegetal, e os compostos secundarios sado responsaveis por
funcbes bioldgicas ou ecoldgicas, incluindo sucesso reprodutivo e éxito na defesa
contra predadores e patdgenos (PERUMAL; GOPALAKRISHNAKONE, 2010;
ROCHA et al., 2011, MENINO et al.,, 2015). A grande variedade estrutural de
compostos secundarios contidos na vegetacao, associada a peculiaridade genética
de cada espécie vegetal, aumenta o0 espectro para possibilidade de descoberta de
novas fontes de principios ativos para a manufatura de medicamentos
farmacologicamente ativos (CECILIO et al., 2012).

Historicamente a elucidacédo de drogas para utilizacdo no tratamento de
quadros clinicos diversos tem como origem a indicacdo observada na medicina
popular a partir de compostos naturais de plantas (YUAN et al., 2016). Apesar de
varias plantas da flora brasileira serem utilizadas na medicina popular, muitas ainda
necessitam de estudos em relacdo a toxicidade, dosagem efetiva e composicao
quimica para subsidiar seu uso na terapéutica. As informacdes etnofarmacoldgicas
sobre a atividade biolégica de plantas preconizadas pela populagédo, denominadas
de plantas medicinais, séo insuficientes para garantir o uso de varias espécies com
biosseguranca (SEBOLD, 2003; SALES, 2015).

Os paises tropicais possuem a maior riqueza e abundancia vegetal, e 0
Brasil concentra a maior diversidade genética com aproximadamente 55.000
espécies catalogadas (CARNEIRO et al., 2014). Todavia, apenas cerca de 8% de
toda a flora brasileira sdo alvos de estudos de bioatividade de compostos naturais
em processos fisiologicos, 0 que representa muito pouco da potencialidade dessa
grande biodiversidade (HEINZMANN; BARROS, 2008).

A sintese de compostos naturais no metabolismo vegetal pode ter origem
bioquimica variada (Fig. 1) e diversidade estrutural quimica que pode originar

moléculas com potencial de bioatividade (SANGI, 2016).



16

Figura 1: Compostos secundérios do metabolismo vegetal.
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Extraido de ALMEIDA, 2017(Adaptado).

Os estudos nessa area de prospeccdo de compostos extraidos de plantas
com potencial no uso terapéutico apresentam crescimento anual de
aproximadamente 9% com o proposito de descobrir e comprovar cientificamente
alguma bioatividade de compostos naturais. O acesso a determinadas espécies, a
logistica de extracdo ou a disponibilidade natural do vegetal em estudo dificultam a
utilizacdo massiva dessa matéria-prima natural, o que sugere uma utilizacao
sustentavel para possibilitar o conhecimento estrutural quimico de moléculas com
potencialidade bioativa para a manufatura de compostos sintéticos usados na

industria farmacéutica, minimizando o extrativismo vegetal (FONSECA, 2012).

1.2 Combretaceae

Combretaceae é formada por dezoito géneros e se subdivide em 2
subfamilias: Strephonematoideae e Combretoideae, totalizando mais de 600

espécies (STACE, 2010). Combretum e Terminalia se destacam em numero de
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espécies, pois englobam juntos cerca de mais de 2/3 da biodiversidade da familia,
caracterizando 0s géneros mais relevantes para estudos de potencial de
bioatividade. Botanicamente sao classificadas como Angiospermas dicotiledéneas e
possuem representantes classificados como arbéreos ou arbustivos dependendo da
constituicdo estrutural dos tecidos de sustentacéo influenciados pelas condi¢cdes de
solo e clima locais. A anatomia dos 6Orgdos vegetativos e reprodutivos sdo bem
peculiares da familia, como folhas opostas, sem estipulas e presenca de tricomas
geralmente escamosos. Apresentam inflorescéncias envolvidas por bracteas muitas
vezes presentes com tamanho reduzido chamado bractéolas. Os 06rgaos
reprodutivos podem ser tetrameras ou pentameras, dependendo do género.
Receptaculo floral com 4 ou 5 sépalas (LOIOLA; SALES, 1996). A caracteristica
distintiva da familia séo os pelos combretaceos com paredes espessas ha epiderme
das folhas, variando de tamanho e morfologia (MAURIN et al., 2010).

Combretaceae apresenta espécies distribuidas nas regibes quentes,
classificadas como pantropicais com biodiversidade concentrada no continente
Africano e Asiatico. Apresentam elevado poder adaptativo com registro desde
ambientes tropicais até regides semiaridas (STACE, 2010).

No Brasil, de maneira mais restrita no Nordeste, inventarios floristicos
indicam que Combretaceae apresenta indices de frequéncia de individuos e nimero
de espécies elevadas, principalmente com algum endemismo nas regifes
semiaridas. A partir de levantamentos fitossocioldgicos, os Valores de Importancia
(VIs), que sao parametros relevantes no estudo de sucesso adaptativo em Ecologia
de comunidades vegetais, apresentam numeros bem significativos para essa familia
(FARIAS, 2014). No Brasil cinco géneros foram registrados e estdo distribuidos nas
diversas formacdes vegetais (ZAPPI et al., 2015). Poucas espécies tém relevancia
ornamental, e a exploracdo botanica dos representantes da familia esta relacionada
principalmente a medicina popular e ao uso madeireiro de algumas poucas espécies.
Em relacdo ao uso com indicacdes etnofarmacoldgicas, o género Combretum tem
mais espécies exploradas (ELLOF; KATERERE, 2008).

Recentemente estudos envolvendo metabolitos de espécies dessa familia
tém confirmado efeitos bioativos em relagdo ao constatado na utilizagédo popular,
como em Mongalo et al. (2016), que detectaram acao anti-inflamatoria de infusao de
Terminalia sericea a partir de indicacdes etnobotanicas. Sobeh et al. (2019)

avaliaram extratos metandlicos de folhas de Terminalia bellirica e confirmaram
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atividade antioxidante e hepatoprotetora em ratos. Cavalcanti et al. (2019)
evidenciaram, a partir do tratamento com extrato etanolico de Combretum leprosum
em camundongos, efeito contra infeccao intestinal. Seck et al. (2017) relataram a
bioatividade no controle de hipertensdo em seres humanos tratados com capsulas
do extrato seco da folha de C. micranthum, com efeitos semelhantes ao farmaco de
referéncia.

O género Combretum tem maior endemismo no continente Asiatico e
Africano e tem sido usado na medicina popular com maior destague nesses
continentes por causa do maior niamero de espécies disponiveis e do maior
conhecimento sobre as potencialidades bioativas dessas. A populacdo utiliza
infusdes de folhas e de cascas para diversos tipos de desconfortos, entre eles dores
abdominais e dores musculares, quadros inflamatorios entre outros (McGAW et al.,
2001).

No Brasil, os levantamentos botanicos catalogaram 65 de um total de 370
espécies do género. Ha relatos de uso popular para tratamento de verminoses em
caprinos e bovinos e de infeccdes pela populacdo do interior nordestino. As
evidéncias desses efeitos estdo relacionadas a constituicdo bioquimica dos
metabdlitos deste grupo botéanico (LIMA et al., 2013).

Compostos com caracteristicas quimicas diversas como terpenos e
compostos fenodlicos foram registrados em trabalhos com extratos de Combretum
com alguma atividade biologica, principalmente com acdo antimicrobiana, anti-
inflamatoria, antinociceptiva e antitumoral (LIMA et al., 2013; GOUVEIA et al., 2011;
LIMA et al., 2017).

Cronologicamente esse potencial bioativo de extratos brutos ou
fracionados vem sendo explorado. Olajide (2003) evidenciou a atividade anti-
inflamatoria do extrato foliar metanélico de C. micranthum. Martini et al. (2004)
mostraram a acdo antioxidante de C. erythrophyllum e relacionaram aos flavonéides
contidos no extrato bruto encontrados nesta planta. McGaw et al. (2001) detectaram
a atividade anti-inflamatoria do extrato bruto foliar de Combretum piculatum,
Combretum mossambicence, Combretum imberbe e Combretum molle em
bioensaios de COX-1. E recentemente Dawé et al. (2018), a partir de ensaios in vivo
com quadros clinicos induzidos, confirmaram para a espécie Combretum fragans
elevado potencial anti-inflamatério, atribuido a flavonoides e triterpenos, nos efeitos
analgésicos, anti-inflamatério e antioxidante. Kpemissi et al. (2019) mostraram a
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eficiéncia de extratos de C. micranthum no potencial antioxidante e no efeito
nefroprotetor em camundongos. Hamad et al. (2019) detectaram propriedades anti-
inflamatdrias significativas de C. aculeatum em testes com administracdo oral do
extrato bruto em cobaias com quadro de inflamacéo induzida.

Estudos relacionados a atividade antitumoral com extratos de plantas do
género sao escassos na literatura com destaque para a citotoxicidade de triterpenos
de C. leprosum em células de cancer de mama (VIAU et al., 2014) e atividade
antiangiogénica de extratos alcoodlicos de C. hartmannianum em células de
carcinoma (HASSAN et al., 2014).

1.3 Combretum duarteanum Cambess

Combretum duarteanum é classificada botanicamente como pequena
arvore (arvoreto) ou arbustos (Fig. 2) com ramos desde a base até o apice caulinar,
altura que compreende de 2,5 a 5 m, ricos em tricomas lepidotos que podem ser

hialinos ou ferrugineos nos 6rgaos vegetativos e reprodutivos, com caule e ramos

Figura 2: Ramos de Combretum duarteanum.

Extraido de GOUVEIA, 2011- Foto: J.F.TAVARES 2008. Partes aéreas com folhas, frutos e ramos
caulinares de C. duarteanum.

acinzentados. Folhas peninérvias membranaceas (Fig. 3) com base cuneiforme e
peciolo 2-3 mm de comprimento. Suas inflorescéncias sdo racémicas axilares.
Possuem bractéola espatulada com botao floral 2-3 x 1-1,5 mm, flores amareladas e
hipanto com variagdo de fusiforme cupuliforme. As pétalas sdo pequenas e de
coloracdo que varia de tonalidade desde amarelo a avermelhadas. Apresentam 8
estames e filetes do verticilo com aproximadamente 3 mm de comprimento. Anteras
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elipticas com disco nectarifero aneliforme, margem livre e viloso. O estilete e
estigma sao diminutos (LOIOLA; SALES, 1996).

Figura 3: Anatomia de partes vegetativas e reprodutivas de C.

duarteanum .

1cm

Extraido de SOUSA et al., 2018 (Adaptado). — A- folha -B -detalhes dos

tricomas -C- flor - D-fruto

Esta espécie, além do Brasil, ja foi catalogada na Bolivia e Paraguai.
Popularmente é chamada de mofumbo ou cipilba. Esses arvoretos ocorrem no
Brasil com uma distribuicdo que abrange todas as regides do territdério nacional,
exceto a regido Sul (Fig. 4). Em Minas Gerais apresentam maior abundancia em
fragmentos de floresta tropical seca, popularmente chamada de Matas Secas
(FORZZA et al., 2014).

As Matas Secas, um dos habitats de C. duarteanum, caracterizam um
ambiente peculiar, onde a vegetacdo apresenta diversas adaptacdes associadas a
um sistema estressante (clima, solo e biota). As peculiaridades edéfico-climaticas
dessa fitofisionomia podem interferir direta ou indiretamente no anabolismo de
compostos com algum potencial bioativo (GUSSON, 2017; IVANAUSKAS;

RODRIGUES, 2000). Fatores como: localizacdo geografica, sazonalidade,
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Figura 4: Distribuicdo geografica de C. duarteanum.

Fonte: Marquete e Loiola, 2015

- Estados com presenca de C.duarteanum descritos

fotoperiodo (tempo e intensidade luminosa), temperatura, umidade, altitude, latitude
e condicOes edaficas (disponibilidade de nutrientes e tipo de solo), além do periodo
do dia da coleta, condi¢cbes fenolégicas e forma de uso in natura ou desidratada
podem ser definitivos nas rotas de biossintese do vegetal (HARAGUCHI;
CARVALHO, 2010; GUSSON, 2017).

Na regido norte do estado de Minas Gerais, caracterizada pelo ecéton e
entre Cerrado e Caatinga com remanescentes de Matas Secas ainda com algum
grau de conservagéo, estudos sobre C. duarteanum s&o descritos em levantamentos
botanicos de inventarios florestais, no quais a espécie tem alta frequéncia de
individuos, como relatado por Arruda et al. (2011) e Rocha et al. (2011).

Popularmente C. duarteanum é utilizado na preparacao de chas para tratar
dor e inflamagéo, e essa indicagdo etnofarmacolodgica foi utilizada como critério de
escolha para este estudo. A presenca de compostos como flavonoides, taninos e
triterpenos em trabalhos com representantes da espécie coletados na Caatinga deve
estar correlacionada com o potencial etnofarmacologico dessa espécie vegetal
(LIMA et al., 2013; GUIMARAES, 2010).

Essa indicacao etnofarmacologica foi verificada na acdo anti-inflamatéria em
testes com extrato bruto em colite induzida in vivo (LIMA et al., 2017). Também com
o extrato bruto, Gouveia et al. (2011) obtiveram ac&do antioxidante e

antiedematogénica em experimentos com camundongos.
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A literatura apresenta varios estudos com plantas da mesma familia com
alguma bioatividade comprovada experimentalmente, com predominancia de
espécies do continente africano e asiatico, onde a prevaléncia e a concentracédo de
espécies sao maiores. Ja no Brasil os registros sdo mais pontuais, relacionados a
inventarios botanicos e, em relagdo a C. duarteanum, o potencial farmacolégico de
compostos naturais se restringem a individuos coletados na Caatinga nordestina.
(FARIAS et al., 2014).

1.4 Inflamacgéo

A inflamacdo abrange um conjunto de respostas celulares e humorais
apos lesdo (por exemplo, exposicao a calor ou frio, isquemia, trauma, entre outros),
em gue o organismo tenta promover o reestabelecimento da homeostase no tecido
lesionado (SERHAN; WARD; GILROY, 2010). As alteracbes vasculares
concomitantes a migracdo de células de defesa mediada por moléculas de adeséo
intracelular (ICAM-1) e vascular (VCAM-1) marcam a fase inicial de qualquer quadro
inflamatorio, além de sintese de quimiocinas e metabdlitos oriundos do acido
araquidénico com sintese prostaglandinas e leucotrienos, o que agrava a
sintomatologia (GOSSLAU et al., 2011).

O quadro da reacdo inflamatéria comeca com a resposta primaria de
defesa contra qualquer estimulo lesivo exdgeno ou enddgeno e, independente da
natureza do estimulo indutor, a sua intensidade se eleva proporcionalmente com o
aumento de interleucinas (IL). Essas ativam uma cascata de sinalizacdo com o
intuito de anular ou minimizar os efeitos do agente indutor e ainda podem ativar o
fator de necrose tumoral (TNF), que intensifica a agressividade da sintomatologia da
inflamagéo (GUYTON; HALL, 2006). Esses dois agentes sdo mediadores e tém
acOes fisiologicas opostas: as pro-inflamatérias — dentre elas a IL 1, IL 6, TNF — e
anti-inflamatoérias — como IL 4 e IL 10 —, que potencializam o inicio ou a inibicdo
respectivamente (MUELLER et al., 2010). Funcionam fisiologicamente numa relacéo
por feedback atuando na intensidade da inflamacdo com acdo especifica em
receptores nas células-alvos (ZHOU et al., 2009).

A atuacdo dos mediadores implicando nessas alteracfes fisiologicas é
chamada de fase aguda, com sintomas marcantes como hiperemia, febre e edema.

Normalmente tem curta duracdo, horas ou dias e a fase seguinte, denominada de
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fase cronica, tem duracdo mais prolongada e se caracteriza por angiogénese e
fibrose no tecido afetado. Intervencbes para diminuir os sintomas devem ocorrer
nessa fase para promover o declinio dos teores desses mediadores (SERHAN;
WARD; GILROY, 2010).

Os anti-inflamatorios de referéncia mais usados sdo 0s ndo estereoidais
(AINES), bastante efetivos na minimizagc&o de sintomas por promoverem inibicdo em
etapas especificas da sinalizacdo metabdlica dos mediadores inflamatorios
(RIBEIRO et al., 2006). Existe uma grande diversidade de medicamentos que se
enquadram nesta classe de anti-inflamatdrios, mas, apesar de serem eficientes,
podem desencadear possiveis efeitos colaterais como: toxicidade renal e hepética,
além de disturbios gastrintestinais e urticaria., principalmente em idosos (GADDI et
al., 2004; HILARIO et al., 2006; RIBEIRO et al., 2006). A utilizacdo de farmacos com
capacidade de agir nas vias metabdlicas da inflamacdo que apresentem eficacia e
efeitos colaterais minimizados esté relacionada diretamente ao crescimento do uso
de medicamentos naturais, como os fitoterapicos (CARNEIRO et al., 2014).

Como via alternativa aos farmacos tradicionais, os compostos naturais
dos vegetais sdo comumente utilizados pela populacdo em geral, principalmente
como ch& na infusdo de folhas ou ingestdo de cascas de caules ou raizes para
aliviar sintomas da inflamacéo (SOUSA et al., 2007) e, por apresentarem potencial
de bioatividade, podem constituir fontes naturais de medicamentos ou mesmo como
referéncia estrutural quimica para sintese de farmacos sintéticos (TOLMACHEVA;
ROGOZHIN; DERYABIN, 2014).

Diversas substancias naturais sdo conhecidas por apresentar alguma
acdo efetiva na resposta inflamatoria, essencialmente reducdo nos niveis de
metabdlitos da via do &cido araquiddnico e citocinas ou em relacdo a producdo de
segundos mensageiros (cGMP, cAMP e proteinas quinases), assim como fatores de
transcricdo (NF-kB, proto- oncogénese- c-jun e c-fos) e expressédo de moléculas pro-
inflamatorias (GOSSLAU et al., 2011).

Alguns estudos evidenciam essa potencialidade no efeito anti-inflamatério
de metabolitos, como relatado por Ha et al. (2012), que confirmaram acdo anti-
inflamatdria de Zingiber officinale na reducdo de PGE2 IL-18 e TNF-a, por
intervencdo na sinalizacdo da via de COX2 e NF-KB. Esse mesmo trabalho,
utilizando tratamento com extratos dessa planta, demonstrou reducéo nos teores de

IL-6 e TNFa em animais com dieta hipercalérica. Miao et al. (2019) demonstraram
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que cultura de células expostas a LPS e tratadas com extratos de extrato bruto de
Portulaca oleracea tiveram reducéo significativa nos niveis de COX-2, TNF-a e IL-6,
além de inibicdo da via NF-kB. Esses efeitos observados apresentam relacdo com a
via do TNFa em conjunto com Lipopolissacarideos e IL 1B, que sédo ativadores do
fator de transcricdo NF-kB (Fig. 5).

O NF-kB é um fator de transcricdo ativado a partir de fosforilacbes
especificas, regulando as fases da resposta inflamatéria. O TNFa assim como a via
TRL4 podem ativar a via do NF-kB e por consequéncia ativar uma gama de genes
entre eles. Genes esses responsaveis pela sobrevivéncia e pela manutencdo da
funcionalidade metabdlica celular como genes de ciclooxigenases, prostaglandinas e
interleucinas 6 e 1-B (SORRENTINO et al., 2012).

Figura 5: Sinalizagdo TNF-a.
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Extraido de DIRKS & LEEUWENBURG, 2006. Cascata de sinalizacéo do fator
de necrose tumoral para ativagdo do complexo NFkB na resposta inflamatoria

1.5 Estresse oxidativo
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O desequilibrio entre os agentes oxidantes e antioxidantes pode gerar um
excesso de radicais livres, caracterizando o estresse oxidativo. Os radicais livres
apresentam elétron desemparelhado, o que condiciona a capacidade de gerar
espécies reativas e potencializa a possibilidade de metabdlitos celulares formarem
tipos diferentes de substancias, o que permite maximizar a capacidade danosa em
células devido a natureza quimica das moléculas. Denominadas de espécies
reativas de oxigénio (EROs), essas moléculas necessitam de um controle constante
no metabolismo devido a elevada concentracdo de oxigénio presente no interior das
células (ASMAT; ABAD; ISMAIL, 2016).

A formacdo de EROs ocorre naturalmente no metabolismo celular em
decorréncia da grande quantidade de rea¢Bes e de producdo de metabdlitos. Apesar
de causarem danos celulares, também possuem funcdo metabdlica relevante como
no combate de bactérias por macrofagos que utilizam peroxido de hidrogénio e o
oxido nitrico, que é mediador de vasodilatacdo em situacdes fisiol6gicas importantes
(SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). Todavia, danos em proteinas teciduais ou de
membranas além de DNA podem ocorrer em virtude do excesso dessas moléculas
(OLIVEIRA, 2009). Esses danos celulares podem originar uma diversidade de
quadros clinicos, entre eles tumores, quadros inflamatérios e neurodegenerativos.
(CHEN; FAN; YANG, 2016).

A causa principal do estresse oxidativo esta relacionada ao saldo positivo
de EROs ao se considerar o balanco entre producdo e degradacdo como, por
exemplo, queda no combate das EROs, seja por muta¢cdes ou alguma especificidade
metabdlica: diminuicdo de antioxidantes da dieta ou disfuncdo metabdlica que eleva
os teores de EROs (HALLYWELL, 2008). Assim esse balanco metabdlico
desequilibrado possibilita a oxidacdo de substratos metabdlicos com capacidade de
gerar danos de agressividade variada.

Nesse contexto, os antioxidantes (Fig. 6) previnem a formacédo de EROs,
combatem o estresse oxidativo, sdo produzidos no interior das células, como os
endoégenos, além dos exdégenos como vitaminas oriundas da dieta, com
especificidade de evitar ou mesmo retardar a oxidagao de substratos. Dividem-se em
preventivos, sequestradores e de reparo. As vitaminas A e C, por exemplo, agem
como preventivos para evitar a formag¢do de EROs, ja os compostos fendlicos séo

chamados de agentes sequestradores, pois se ligam em moléculas com potencial
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reativo, e os de reparo constituidos pelas enzimas antioxidantes, responsaveis por
degradar agentes oxidantes remanescentes (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

Em conjunto, os antioxidantes exercem o papel de defesa do organismo
para evitar os efeitos do extresse oxidativo. O grupo enzimatico atua para a
manutencao do equilibrio metabdlico. Alteracdes ou inibicdo nas catalises realizadas
pelo complexo enzimético estdo relacionadas a quadros diversos de problemas
metabdlicos. A catalase promove a quebra do radical peréxido de hidrogénio, em O2
e H20, a superdxido dismutase (SOD) com trés isoenzimas: a SOD 1,
citoplasmatica, a SOD2 e a SOD3, que tém atividade mitocondrial e extracelular
respectivamente. Sao exclusivas de células com metabolismo aerébio. Outra enzima
de destaque € a glutationa peroxidase, que reduz os niveis de peroxidos e recebe
esse nome devido ao seu cofator, a glutationa (HUBER; ALMEIDA, 2008).

O sistema ndo enzimatico é formado por vitaminas antioxidantes como A,
C e E, além do acido urico e ativadores enziméticos. E obtido em maioria na dieta,
principalmente oriundos de vegetais, e sdo agentes ativos no sistema de defesa aos

Fiaura 6: Tipos de EROs e respectivos antioxidantes endéaenos e exéaenos

Antioxidantes

ERO
Enddgenos Exdgenos
Superdxido (0..7) Superoxido dismutase (S0D):  Vitaminas, zinco, cobre, manganés,
a} citoplasmatica: Zinco-Cobre  picnogenol, EDTA
b} mitocondrial: Manganés
Peroxido de hidrogénio Catalase Fex+

{H203)

Perdxido lipidico (COOH-)  Glutationa peroxidase, selénio,  Vitamina E, selénio

cisteina

Radical hidroxila (HOw» ) Vitamina C, picnagenol, dimetil
sulfdxido, EDTA, deido dimercapto

suceinico ¢ manitol

Oxigénio singlet ("0;) Betacaroteno

Fonte: BALDINI, 2016.

agentes oxidantes (KHAN et al., 2015). Portanto, a opcdo pelo enriquecimento da
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dieta com alimentos ricos em vitaminas antioxidantes em detrimento de compostos
sintéticos é uma alternativa em relacdo aos medicamentos convencionais e aos
compostos fendlicos, sejam em estudos com isolamento de compostos ou em
extratos de plantas, sdo considerados substancias altamente eficientes no combate
de EROs, dentre eles os flavonoides (SOUSA et al., 2007).

A eficiéncia na bioatividade dessas substancias naturais se deve a sua composi¢ao
quimica, com presenca de hidroxilas fendlicas com potencial de oxirreducdo, o que
promove a doacao de elétrons a espécie reativa, estabilizando-a.

Espécies da familia Combretaceae tém revelado potencial antioxidante como
relatado por Huang et al. (2017), que evidenciaram o0s efeitos protetores
do extrato metandlico de Terminalia catappa L. contra estresse oxidativo. Sheng et
al. (2018) relataram a atividade antioxidante dos compostos fendlicos do extrato
bruto do fruto de Terminalia chebula em ensaios DPPH e ABTS.

Em relacdo ao género Combretum, Kpemissi et al. (2019) evidenciaram o
elevado potencial antioxidante do extrato etandlico de Combretum micranthum em
modelo de nefrotoxicidade induzida em ratos Wistar. O mesmo tipo de atividade
também foi demonstrado com a espécie Combretum erythrophyllum no trabalho de
Mtunzi et al. (2017), no qual também se utilizou o extrato bruto. Essa correlacéo foi

atribuida aos compostos fendlicos constituintes desse grupo botéanico.

1.6 Cancer: Origem

O fundamento conceitual da origem de qualquer tumor esta diretamente
relacionado a algum evento de desregulacdo no ciclo celular. As células em seu
estado metabdlico ativas estdo no chamado periodo GO, exercendo sua
funcionalidade, e para comecarem a multiplicar, seja para renovacéo ou crescimento
tecidual, o primeiro evento que é o ponto de partida para o ciclo celular € a
duplicacdo do DNA. Em seguida, todas as reagfes metabdlicas direcionam a célula
a executar o repasse igualitario do material genético para as células filhas,
configurando entdo o processo mitdtico como evento biologico Unico para o
desenvolvimento e a manutencéo dos tecidos (FOSTER, 2008; VOLP et al., 2008).

O ciclo celular (Fig. 7) constitui quatro fases: G1 (Gapl), (sintese), G2
(Gap2) e M (mitose), considerando células eucaritticas. O periodo G1 se caracteriza

pela preparacao citoplasmatica para a duplicacdo do DNA com transcricdo de RNAs
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para a sintese de proteinas dos eventos subsequentes. Na etapa posterior (S),
ocorre a duplicacdo do material genético (PARK et al., 2008; FOSTER, 2008). Os
mecanismos que descrevem a duplicacdo da molécula de DNA envolvem um
complexo enzimatico que, antes da fase S, realizam fosforilacbes de proteinas
licenciadoras e promovem o deslocamento de histonas no esqueleto cromossomico,
permitindo a mudanca de conformacgao da estrutura da dupla-fita, para viabilizar a
replicacdo. Essas proteinas séo sintetizadas em G1, utilizadas em S e degradadas
em G2 para inibir nova replicacdo antes da mitose. No término de G2, uma
verificacdo é feita para certificacdo de auséncia de erros nos processos metabdlicos
e de necessidade de reparo de algum erro da replicagdo do DNA. Falha nesse
reparo pode resultar em alteracdes gendmicas e fixagcdo de incorregcdes no DNA,
além de proliferacdo descontrolada, que € o principio da progressdo tumoral
(ZHANG et al., 2011).

O controle do ciclo celular é feito pelos oncogenes que sdo responsaveis
por codificarem proteinas, que atuam na sinalizacdo, relacionadas ao estimulo do
processo de divisdo celular e 0os genes supressores, que sdo responsaveis pelo
retardamento e pelos reparos na divisdo celular (WEINBERG, 2016).

O gene p53 esta relacionado a carcinogéneses variadas que acometem a
populacdo humana. Mutacéo nesse gene reflete aproximadamente 71% dos tumores
de cdlon, de 35 a 50% dos tumores de mama e metade dos canceres de pulméao.
Alteracfes genéticas neste gene estdo correlacionadas para canceres em geral com
destaque para os sarcomas (GALLUZI et al., 2012).

A proteina p53 atua na verificacdo (checkpoint) durante a progressédo G1-
S. Essa proteina, quando ativada, inibe o complexo ciclinaquinase, responsavel por
bloquear essa progressao e promover o reparo. Esse acontecimento é crucial para
gue danos na fita do DNA sejam reparados, caso contrario pode ocorrer segregacao
anormal das cromatides na divisdo celular, podendo formar rearranjos
cromossOmicos incompativeis, o que aumenta a possibilidade de desencadear a
formacéo de tumores (FOSTER, 2008; MOUNTZIOS et al., 2010).

1.6.1 Cancer: Caracteristicas gerais

7

O cancer nas ultimas décadas é considerado um problema de saude

publica e provoca cerca de sete milhbes de mortes anualmente, posicionando-se
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Figura 7: Ciclo celular.

Replicacdo do DNA

Fonte: Almeida et al., 2010 (modificado)- Gy-intervalo sem divisdo, G;-Periodo pré duplicagédo

do DNA, S- periodo de duplicagdo do DNA, G,.- Periodo pés duplicacdo do DNA, M- mitose.

entre as trés maiores causas no indice de mortes mais prevalentes no Brasil
(SANTOS, 2018).

Essa enfermidade se caracteriza pelo crescimento desorientado de
células e o potencial de migracao tecidual. A intensidade da multiplicacdo define a
formacdo das neoplasias que, dependendo da agressividade, podem ser
classificadas como malignas ou benignas. Os tumores benignos apresentam
multiplicacdo lenta e suas células nédo diferem muito do tecido de origem. J& os
malignos apresentam um desenvolvimento rapido e com elevada capacidade de
metastases (BRAY et al., 2018). A carcinogénese pode estar relacionada a muitos
fatores (Fig. 8) como: idade, fatores hormonais, fatores genéticos e fragilidade
imunologica do individuo, que podem estar associados ao seu desenvolvimento, o que
permite a caracterizacao da doenca (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2016).

O desenvolvimento do tumor é marcado por trés fases: iniciacao,
promocao e progressao. A iniciacdo € marcada por uma desregulagdo genémica que
promove alteracdes nas respostas celulares a fatores de crescimento, diferenciacao
e/ou apoptose. O estagio subsequente € denominado de promoc¢ao e consiste na
proliferacdo e ou expansdo de células iniciadas que passam a ser classificadas
como pré-maligna. Essa etapa é longa e gradual, mas, por ser reversivel, € um dos
focos de acdo das drogas quimiopreventivas. A ineficiéncia no combate as células

pré-malignas correlacionadas a novos danos no DNA e a irreversibilidade desse
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quadro proporcionam mitoses descontroladas e metastases com consequentes
manifestacbes clinicas, caracterizando a fase de progressdo, que depende das
condicbes imunoldgicas e enddcrinas do paciente para maior ou menor
agressividade na progressao tumoral (VOLP et al., 2008).

A estatistica de incidéncia de cancer aponta maior prevaléncia entre os
paises emergentes. Estima-se que nos proximos 5 anos surgirdo dezenas de
milhdes de novos casos e que cerca de ¥ acometerdo a populacdo desses paises
(INCA, 2018). O Brasil se enquadra na tendéncia global em relacdo ao crescimento
do numero de casos, com destaque para os tipos de melanoma, que apresentam
incremento estatistico em paises tropicais devido a incidéncia solar, e, apesar de
menos comum que outros tipos de tumores, corresponde a um tipo de cancer muito
agressivo (MILLER, 2006). O melanoma cutaneo se origina a partir de alteracdes de
melandcitos (SLINGLUFF, 2011). De acordo com a estimativa do Instituto Nacional
do Cancer (2018), aproximadamente 165.000 novos casos serao diagnosticados no
Brasil no triénio 2020-2022, com elevado indice de o6bitos devido ao potencial
metastatico. O processo de metastase acomete principalmente a pele, linfonodos e
pulméo, com rara possibilidade de cura para pacientes com melanoma metastatico
(HOMSI et al., 2005).
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Dentre os diversos fatores em potencial para desencadear um cancer, um
deles é o processo inflamatério, pois nesse quadro especifico o organismo
apresenta algumas peculiaridades fisioldgicas ou metabolicas como, por exemplo, a

ativacdo de fatores de crescimento que pode aumentar a possibilidade de

Figura 8. Visdo esquematica do processo de carcinogénese.
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Fonte: VOLP et al.,2008.

desenvolvimento de algum progresso tumoral devido a possiveis alteracées no DNA,
ocasionando transformacfes neoplasicas. Todavia, a progressdo neoplasica sofre
influéncia direta dessas variagbes bioquimicas metabdlicas proporcionadas pelo
recrutamento celular (GRIVENNIKOV, 2010). Assim, compostos que influenciam ou
alteram metabolicamente o desenvolvimento da inflamacdo podem ser importantes
no tratamento do cancer (ALVARENGA et al., 2014).

Esse tipo de doenca sugere especificidade no tratamento devido a fatores
como o tecido afetado e a tipologia tumoral, que sdo requisitos peculiares para cada
tipo de carcinogénese para subsidiar o prognostico a fim de delinear o melhor



32

tratamento, desde um procedimento cirdrgico local, radioterapia ou mesmo
procedimentos mais invasivos como a quimioterapia (BROWN et al., 2003).

O uso da quimioterapia € o procedimento normalmente mais utilizado,
devido a eficiéncia dos agentes quimicos na supressdo da multiplicacdo celular
(COSTA-LOTUFO, 2010). Contudo, o0s agentes quimicos usados nesse
procedimento afetam também células normais, proporcionando prejuizos funcionais,
0 que viabiliza quase sempre um quadro de debilidade fisica do paciente, associado
a uma acentuada queda de imunidade (BROWN et al., 2003; FIRCZUK et al., 2011).
Além disso, compostos convencionalmente utilizados na quimioterapia tém-se
revelado ineficientes para casos especificos de varios tipos de tumor devido a
resisténcia apresentada pelas células tumorais (SHUKLA et al., 2012).

Por isso, a descoberta de novas substancias naturais que sejam mais
especificas para as células-alvo e com menor capacidade de produzir efeitos
adversos em células normais torna-se uma alternativa ao tratamento convencional.
Os compostos naturais sao protagonistas na prospeccdo de quimioterdpicos contra
tumores, ja que grande parte dos compostos utilizados no tratamento convencional
sdo extraidos ou derivados de produtos naturais (ZHANG et al., 2011; BERLINCK et
al., 2017).

Nesse contexto, muitos trabalhos vém sendo desenvolvidos a partir
desses metabdlitos. Algumas classes de compostos ja confirmaram algum efeito
antiproliferativo em tumores, dentre elas os terpenos, flavonoides e curcuminoides
(TREVISAN et al., 2016, CHAN et al., 2016).

Também tem sido demonstrado o potencial na atividade antitumoral com
extratos de Combretum, como em Hassan et al. (2014) que verificaram atividade
antiangiogénica dos extratos hexanico e metanolico de C. hartmannianum, reduzindo
0 crescimento macico de microvasos nos explantes adrticos de camundongos.
Moura et al. (2018) relataram o efeito antitumoral em cultura de células de cancer de
c6lon humano a partir de metabdlitos isolados de C. fruticosum. Mbiantcha (2018) e
colaboradores confirmaram a reduc¢do da viabilidade celular de linhagem de células

de cancer de mama (MCF-7) tratadas com tritepernos isolados de C. fragans.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos bioquimicos do extrato bruto e fracbes de Combretum

duarteanum na acédo anti-inflamatdéria, antioxidante e antitumoral.

2.2 Objetivos especificos

% Caracterizar a constituicao fitoquimica de Combretum duarteanum;

« Verificar 0 efeito do extrato bruto e suas fragcbes na atividade antioxidante
(DPPH);

% Detectar o teor de flavonoides totais dos extratos;

% Detectar o teor de fendlicos totais nos extratos;

+ Determinar os efeitos dos extratos na atividade de SOD e CAT,;

% Avaliar a expressao de citocinas, IL- 6, IL 1 3, em células induzidas por LPS;

% Auvaliar o potencial do EB (extrato bruto), FM (fracdo metandlica) e FH

(fracdo hexanica) na acao antiproliferativa em células de melanoma

B16 in vitro.
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3. METODOLOGIA

3.1 Amostragem da vegetacéao

A area de amostragem da espécie vegetal pertence a um fragmento de
floresta tropical seca (Mata Seca), situada no distrito Brejo do Amparo (44°24°’17,48”
W e 15°25'10,85” S), no municipio de Januaria, norte de Minas Gerais, Brasil (Fig.
9). O clima é tropical com estacdo seca de inverno (maio a setembro) e chuvas no
verdo (outubro a abril). A temperatura e a precipitacdo média sdo de 26,8 e 920 mm,
respectivamente. O solo é pouco profundo com afloramento calcario predominante,
apresentando grande disponibilidade de nutrientes, principalmente Ca e Mg,
promovendo elevada fertilidade natural pela desmineralizagéo rochosa (EMBRAPA,
2006).

Folhas de C. duarteanum foram coletadas numa area pré-selecionada de
% ha, de dezembro de 2017 a janeiro de 2018. As folhas foram conduzidas a estufa
para desidratacdo. Foram construidas exsicatas logo apds a coleta in loco para
identificacdo botanica, conforme protocolo convenvional (MORI, 1989), e depositada
no Herbario Montes Claros (MCMG 1425).

Figura 9: Localizacdo geografica espacial da area de a amostragem
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3.2 Extrato Etandlico (EB) e fracdes

O material botanico de C. duarteanum foi coletado entre dezembro de
2017 e janeiro de 2018. Inicialmente foi feita a secagem das folhas em estufa a 40°C
+ 5°C, durante 7 dias até a desidratacdo completa. Em seguida, o material botanico
seco foi levado ao moinho de facas e, ap0s pulverizacao, foi pesado e armazenado.
Para a elaboracéo do extrato bruto foi utilizado etanol. Inicialmente 400g do material
vegetal foi colocado em um percolador e adicionado 200 ml de etanol (Fig. 10). A
cada 4 dias foi feita a percolacéo e introduzido mais volume do solvente. Apés todo

Figura 10: Etapas de confeccéo dos extratos

a- Percolacdo; b- Recolhimento do extrato bruto; c- Concentracdo do extrato no
rotaevaporador; d-Particdo hexanica.
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volume de solvente perpassar a droga e ser recolhido, em um total de seis
percolacbes, o mesmo foi evaporado em banho-maria acoplado a um
rotaevaporador. Em seguida, o extrativo foi pesado e acondicionado para secagem
completa e, depois de seco, o extrato etanolico foi levado ao fracionamento a partir
de 20g da amostra que foi ressuspendida em 120 ml de metanol: agua na propor¢ao
inicialmente de 6:4 e posteriormente ajustado para 9:1, devido a dificuldade de
solubilidade na primeira concentracéo utilizada. Em seguida, foi particionado com 80
ml de hexano no funil de separacédo. Essa etapa foi repetida para maximizar a
concentragcdo do extrativo obtido. Posteriormente as fracdes hexanica e metandlica
foram concentradas por rotaevaporacéo seguido de secagem a 40°C em estufa.
ApoOs secagem, 5 g da fracdo metandlica foram ressuspendidas em 150 ml de
butanol e levadas ao funil de separacdo com &agua destilada. Essa particdo foi
repetida algumas vezes para maximizar a retirada de compostos sollUveis neste
solvente. Foram feitas 4 repeticbes. Em seguida, concentrou-se no rotaevaporador

obtendo-se as fracfes: aquosa e butandlica (Fig. 11).

Figura 11: Esquema ilustrativo do método de elaboracdo dos extratos e fragoes.
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3.2.1 Flavonoides (FLT)

As amostras foram submetidas a espectrofotometria de acordo com
Brand-Williams et al. (1995). Inicialmente foi realizada uma triplicata de aliquotas de
solugdo estoque das amostras (EB, BuOH, FM, FH e Faquo) de 2,5 mg/mL em
etanol PA utilizando 5 mg do extrato seco em 2 ml de etanol. Em seguida 300 mg de
AICI3 anidro foi diluido em 10 mL de agua destilada. Para a obtencdo da solucdo de
acetato de potassio foi utilizado 980 mg deste soluto em agua para concentracdo de
1mol/L. Em seguida foi adicionado 100 pL da solucdo estoque das amostras em
placa de 96 pocos, seguido de adicdo de 40 pL de etanol PA nos pocos das
amostras. Em seguida foi adicionado 4 uL da solucédo de AICI3, 4 pL da solucéo de
acetato de potéassio e 52 yL de agua destilada em cada poco obtendo volume final
de 200 pL por pocgo. Para o branco das amostras foi utilizado 100 pL da respectiva
amostra, 44 uL de etanol, 4 uL de solucdo de acetato de potassio e 52 pL de agua
destilada. Para o padrdo foi utilizado solucdo de quercetina em etanol de 0,02
mg/mL. Foram utilizados volumes diferentes do padrdo por poco para obtencéo de
concentragdes diferentes. Assim, foi utilizado 2,5,10,15,20,25,30,35,40 e 45 pL da
solucéo padrao adicionado de 4 pL de solugéo de acetato, 4 pL de solugcéo de AIClI;
e aliquotado a diferenca para o volume final de solucdo de a4gua destilada. A placa
foi incubada por 40 minutos ao abrigo de luz e em seguida foi realizada leitura em
leitor de Elisa a 450nm (Fig.12).

Os resultados foram expressos em EQ (equivalentes de quercetina) por

grama de amostra.

Figura 12: Placa para avaliagdo FLT
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3.2.2 Fendlicos totais

O método de Folin-Ciocauteu, segundo Bonoli e colaboradores, foi
utilizado com modificagcbes (BONOLI et al., 2004). Foram preparadas solucbes
estoque das amostras ( EB, BuOH, FM, FH e Faquo) em etanol 95% na
concentracédo de 2,5 mg/mL. Em seguida foi preparada a solugédo de NaCO3 1,5%
p/v com diluicdo de 1,5 g deste soluto em 10ml de agua destilada. Foi adicionada em
placa de 96 pocos 30 L de agua detilada e 80 yuL da amostra. Para o branco foram
utilizados 80 pL da amostra e 120 pL de agua destilada. Para o padrao foi utilizado
acido galico na concentracdo de 1mg/ml diluido em etanol. Foi utilizado volumes de
2 a 70 pL da solucdo padrdo para obtencdo de diferentes concentracdes. Em
seguida foi adicionada reagente de Folin-Ciocalteu nas amostras e nos padrdes e
realizada a protecdo da placa com papel aluminio seguido de agitacdo por 1 minuto.
Em seguida foi adicionado 40 pL da solucdo de NaCO3 nas amostras e nos padrdes.
Apoés agitacdo por 30 segundos foi adicionado 40 pL de &gua destilada para
obtencédo do volume final de 200 pL por poco. A placa foi incubada por 2 horas ao
abrigo de luz e levada ao leitor de ELISA a 650 nm. Foi feito triplicata das amostras.
A partir dos dados da espetrofotometria e obtencéo da equacgéo da curva padréo foi
feita a interpolacdo dos dados para obtencdo em EAG (Equivalentes de Acido

Galico) por grama de amostra para determinagéo do teor total.

Figura 13: Placa para avaliacao do teor de FT
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3.3LC-MS

A LC-MS foi realizada com a fragdo metandlica do extrato de C.
duarteanum. Foi enviado 1g da amostra seca para a Central Analitica do Intituto de
Quimica (1Q-USP), foi utilizado o espectometro MAXIS 3G — Bruker Daltonics
acoplado ao HPLC Shimadsu com detector de arranjo de diodos acoplado (DAD) e
uma massa de espectrometro equipado com ionizacdo por electrospray (ESI)
operado sob as seguintes condi¢des: tensdo capilar, 3500 V; modo de ion positivo e
negativo; temperatura capilar, 320; tensdo de fonte, 5 kV; temperatura do
vaporizador, 320 °C; corrente de agulha corona, 5 mA e bainha de gas e nitrogénio,
27 psi. As andlises foram executadas no modo de verificacdo completa (100-2000
u). Foi utlizada para separacdo Coluna Supelco Ascentis C-18 (250x4. 6 mm). A fase
do eluente consistia em 4gua e 0,1% de &cido férmico (solvente A) e acetonitrilo e
0,1% de acido férmico (solvente B). A elui¢do foi de 0—11 min, com um gradiente de
5% a 95% B. O volume de injecao foi de 4,0 uL. Os espectros ultravioleta (UV) foram
registrados de 190 a 450 nm. A MS utilizou um equipamento de quadrupolo com

fonte no modo positivo.

3.3.1 CG-MS

As analises de CG-MS foram realizadas na FH, feitas no 1Q-USP utlilizou
equipamento GCMS-QP2010 ULTRA (Shimadzu). Coluna: Rxi-1MS 30 metros x
0,25 milimetros x 0,25 um (Restek). A Temperatura utilizada na Coluna foi de 70°C
nos primeiros minutos com aumento gradativo de 5°C/minuto, até a temperatura
maxima de 250°C. Injetor: 250°C Split (1:10), Interface CG-EM a 260°C. Gas de
arraste: Heélio a 1.5 ml/minuto. Volume de injecdo: 1 pL a 1 %.

3.4 Capacidade antioxidante DPPH
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A capacidade antioxidante foi medida como a capacidade da amostra em
eliminar o radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), conforme descrito por
Brand-Williams et al. (1995).

Para a verificacao da atividade sequestradora dos extratos inicialmente foi
preparado uma solucdo estoque de cada extrato (EB, BUuOH, FM, FH e Faquo) em
etanol com a concentracao de 50ug/ml. Foi utilizado 25 ml de etanol e 0,00125 g do
extrato seco. Em seguida foi preparada a solucdo de DPPH na concentracdo de
0,004% m/v. Para o controle negativo foi utilizado 150 pL de etanol PA e 100 uL da
solugdo de DPPH. Para cada poc¢o da placa de 96 pocos foi utilizado volume final
de 250 pL contendo 100 pL de DPPH e 5,12,5,25,37,5,50,75,100 e 125 pL da
solucdo estoque para obtencdo de concentracdes finais de 1 a 25 pg/ml, com a
diferenca para o volume final completado com etanol PA. Para o branco foi utilizado
somente 250 pL de etanol PA. Apos a insercao das aliquotas de DPPH em cada
poco, a placa foi incubada ao abrigo de luz por 30 minutos e em seguida foi levada
ao leitor de ELISA. Foi realizada triplicata das amostras.

A curva padréo foi obtida utilizando acido gélico e, em seguida, registrou-
se a absorvancia a 515 nm, utilizando para calcular o percentual inibitério a formula

abaixo:

3.5 Linhagens celulares

Para os ensaios de verificacdo dos niveis de interleucinas e niveis de
SOD e CAT, foram utilizados fibroblastos da linhagem L929 cedidos pelo Laboratorio
de Imunopatologia da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). Foram
cultivados, em meio de cultura completo, Dulbecco (DMEM) incorporados com 10%

de soro fetal bovino e 1% de antibiotico, com temperatura estavel em estufa a 37°C,
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ressuspendida com o uso de tripsina e transferida para a placa. No ensaio de
proliferagdo celular, de viabilidade por exclusdo de Azul de tripan e de migracao
celular, foram usadas as células da linhagem B16-F10 (melanoma murinho —
gentilmente cedido pela Profa. Ana Maria de Lauro Castrucci — IB - USP). As células
foram semeadas com densidade de 5 x 10* células/poco, em placa de 96 pocos, e
incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO, (0os ensaios foram realizados em
triplicatas). Apos 24h, o meio de cultivo (DEMEN com 10% de soro fetal bovino) foi
substituido por outro, acrescido dos diferentes extratos: extrato bruto, fracdo
metanolica e fragdo hexanica nas concentragdes de 200, 100, 50 e 25 pg/ml. Além
disso, foi estabelecido o grupo controle, mantido apenas com DEMEN com 10% de
FBS. As células foram ressuspendidas com solucao de Triplex Express e contadas a

cada 24h (até o maximo de 72h) em camara de Neubauer.

3.6 Viabilidade Celular: Ensaio de exclus&o do corante azul de tripan

O ensaio foi realizado de acordo com Strober (1997), com algumas
modificacdes. As células foram semeadas em placas de 96 pocos a densidade de
1.0x10° células por poco (ensaio feito em triplicata) e incubadas por 24 horas para
estabilizacdo. Em seguida, as células foram expostas a concentracfes de 200, 100,
50 e 25ug/mL dos diferentes extratos (EB, FM, FH). Ap6s 24 horas de exposicdo, as
células foram ressuspendidas com solucdo de Triplex Express. Em eppendorf,
aliguotas de 200 pL de suspensdo celular de cada tratamento foram
homogeneizadas com 200 pL de corante azul de tripan. Dessa mistura, 200 pL
foram tomados e depositados em uma camara de Neubauer para fazer a contagem
de células viaveis e nédo viaveis. A porcentagem de células viaveis (ndo coradas) e

nao viaveis (coradas em azul) foi calculada de acordo com a Equacéao:

Células viaveis = (Total de células viaveis / Total de células contadas) * 100.

O experimento foi realizado em triplicata.
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3.7 Andlise de migracéo celular

O ensaio de migracao possibilitou avaliar o efeito dos diferentes extratos e
concentragbes sobre o efeito migratério da linhagem B16-F10. As células foram
semeadas em placas de 24 pocos (1,0 x 10° células/poco) e cultivadas até
alcancarem a confluéncia adequada (aproxidamente 95%). Posteriormente, com
auxilio de uma ponteira P20 (20 microlitros) foi realizada uma microlesdo em linha
reta na monocamada celular. Em seguida, as células foram lavadas com meio de
cultura e tratadas com os diferentes extratos: extrato bruto, fracdo metandlica e
fracdo hexanica nas concentragdes de 200, 100, 50 e 25ug/mL. As imagens foram
geradas pelo microscépio invertido Zeiss, modelo Primovert, usando o programa
gerenciador de imagem Zen Core. As imagens das curvas de crescimento e de azul
de tripan foram feitas com 10X de aumento e 20X para 0 ensaio de migracao.

Imediatamente, apoés a leséo, uma foto do controle foi obtida em aumento
de 20x em microscoépio invertido Zeiss, modelo Primovert. Apés 24h, fotos das
triplicatas dos diferentes tratamentos e concentragdes foram obtidas da mesma
forma mencionada acima, tendo sido focada a regido da fenda. A andlise da
ocupacdo da fenda foi feita através do software Image J, utilizando-se para
calibracdo o Optical Density Calibration, cedido pelo site do programa

(https://imagej.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/).

3.8 Quantificacao de Citocinas

Para esse ensaio, foram utilizados fibroblastos murinos L929. As células
foram cultivadas em estufa (37°C, 5% de CO,) e posteriormente foram tratadas com
o extrato e com as fracdes (EB, FM e FH) em diferentes concentragdes (200, 100, 50
e 25 g/mL). Em seguida, foram incubadas por 1 hora, a 37°C, na presenca de 5% de
CO2. Apos incubacéo, as mesmas foram estimuladas com LPS (1 pg/ml) (MORI et

al., 2000) e novamente incubadas, por 24h. Passadas 24h de incubacéo, 0,4 mL do
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sobrenadante dessas células foi coletado, estocado a - 80°C e utilizado para a
quantificacdo da liberacdo de IL 1B, IL 6 por kits ELISA especificos (Booster
Biological Technology), conforme instrucdes do fabricante. Dexametasona 0,1 pg/mL

foi usado como controle positivo.

3.9 Atividade da catalase

A atividade da catalase (CAT) foi obtida a partir do teor de converséo de
peroxido de hidrogénio (H,O,) como descrito anteriormente (AEBI, 1984). Foi
utilizado um homogeinato de 100 mg de células previamente tratadas com LPS e
com as dosagens do extrato e fracbes em tampéo fosfato (pH 7,4) e centrifugado
durante 10 min a 4°C. Em seguida, foi retirado o sobrenadante (10 pL) e misturado
com solucdo de K2HPO4 (50 pl), agua milli-Q (40 puL, Millipore, Bedford,
Massachusetts, EUA) e H,0, 2,5 mM (900 pL). Por fim, foi mensurada a absorvancia

a 240 nm a 25 ° C. Agua destilada foi utilizada como branco.

3.10 Superoéxido dismutase (SOD)

A atividade (SOD) foi determinada usando um kit superoxido dismutase
de anélise (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA). Em resumo, 100 mg da cultura
de células estimuladas por LPS, agente indutor, e tratadas com as dosagens de 25 a
200 pg/mL das amostras foi homogeneizada em gelo em 1 ml de 20 mM Tampéao
HEPES, pH 7,2, contendo 1 mM de EGTA, 210 mM sacarose e manitol 70 mM. Em
seguida, foi centrifugado a 12000 rpm por 8min a 4 °C e 10 pL do sobrenadante
adicionado a solucdo de xantina oxidase. Por fim, foi incubado a temperatura

ambiente por 20 min e a absorvancia obtida a 450 nm.
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4. ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas usando o GraphPad Prism 8.0
(Prism Software, EUA). Foi empregado o teste de Kolmogorov-Smirnoff para avaliar
a distribuicdo amostral dos dados. Os dados foram expressos a partir da média +
desvio padrdo e analisados pelo teste de one-way- ANOVA, seguido pelo pos-teste
de Tukey. Em todos os casos, foram consideradas significativas as diferencas com

valores de p< 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Obtencéo do extrato

O extrato etandlico bruto (EBB), apds o processo de maceracao exaustiva
e concentragcado no rotavapor, obteve-se um rendimento de 52,97¢g, totalizando um

percentual de 13,24% em relacdo a matéria seca inicial.

5.2 Fracionamento do EB

Foram obtidas quatro fracbes do EB com o0s respectivos rendimentos
(Tab.1). A partir da massa seca de 20g do EB, a particdo com solventes com
polaridade oposta possibilita a separacdo dos constituintes de maneira especifica
por polaridade, ou seja, polares na fracdo metandlica e apolares na hexanica, ambas

as fracdes com rendimentos semelhantes.

Tabela 1: Rendimento (%) dos extratos e fracdes de Combretum duarteanum

Extrato Massa inicial (g) Rendimento (%)
FH 20 39,5
FM 20 41,85
FB 5 20,8
Faquo 5 37,8

FH- fracdo hexanica; FM- fragdo metandlica; FB- fracdo butandlica; Faquo- fragcdo aguosa.
5.3 Flavonoides totais (FLT)

A partir da equac&o obtida: y= 0,0383x + 0,2033, r*: 0,9952, os resultados
apontam (Fig. 14) a FB com maior EQ/g, significativamente maior que os demais

extratos. O EB e a FM se equivalem estatisticamente e com teores muito baixos de
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flavonoides a Faquo e FH, como ja eram esperados a partir do método de particdo
utilizado.

, Figura 14: Teor de flavonoides totais do extrato bruto e fragGes de C. duarteanum.
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Valores expressos em miligramas de equivalente de quercetina (EQ/g*): média e desvio padrdo. As

médias que correspondem a letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p< 0,05).

5.3.1 Fendlicos totais (FLT)

A partir da obtencdo da equacado da curva de calibragdo: y= 0,0086x +
0,1098, r? = 0,9902, os resultados foram determinados (Fig. 15) e evidenciam a
igualdade estatistica entre as a FB, o EB e a FM. As Faquo e FH também
apresentaram baixos teores de FT assim como verificado no teor de FLT e, apesar
de esperado esses resultados pelo método de extracdo utilizado, ndo houve

correlacdo estatistica entre essas duas variaveis.
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Figura 15: Teor de FT do extrato bruto e fracfes de C. duarteanum
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Valores expressos em miligramas de equivalente de acido galico/ grama de amostra

(EAG/g*): média e desvio padrdo. As médias que correspondem a letras diferentes
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p< 0,05).

5.4 DPPH

A capacidade de sequestro de radicais livres foi mensurada pelo CEsy,
representando a concentracéo efetiva do composto analisado que induz metade do
efeito maximo, ou seja, quanto menor essa variavel menor é a concentracao
necessaria para o efeito, portanto com maior potencial de acdo. A FB apresentou
CEso significativamente menor em relacdo a FH. O EB apresentou igualdade
estatistica em relacdo a FB e Faquo. A FH apresentou CEsg elevado evidenciando
baixo potencial antioxidante e a FM nao diferiu do controle, evidenciando melhor
potencial de sequestro de radicais livres em relacdo aos demais tratamentos (Fig.
16).
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Figura 16: Atividade antioxidante do extrato bruto e fragbes de C. duarteanum
pelo método DPPH
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Valores, expressos em CEsy: concentracdo efetiva do antioxidante que reduz 50% o
radical DPPH. As médias que correspondem & letras diferentes diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (p< 0,05). Controle- &cido galico; EB- extrato bruto; FM- fragcdo
metandlica; FH- fracdo hexanica; Faquo- fragcdo aquosa; FB- fracédo butandlica.

5.5. CG-EM

Os parametros utilizados para identificacdo dos compostos foram o pico
do ion molecular, o pico base e a andlise comparativa com os espectros fornecidos
pelo banco de dados (espectroteca NIST 14) do equipamento, fundamentado pela
especificidade de fragmentacdo de cada substancia em relacdo aos espectros ja
descritos na literatura com indice de similaridade = 90%. A andlise (Fig. 17)
identificou a presenca de quatro acidos carboxilicos (acido butanoico, acido
propanoico, acido ftalico e Di-n-octil fthalate); trés 4&lcoois (furametanol, 1,4-
Cyclohexanedimethanol, 1,4-ciclohexanedimetanol e guerbitol); uma cetona (9
hidroxi-2 nonanona); um éter (3 butenil propilico); trés ésteres (éster hexil

tetradecilico, éster butilpropilico, éster ciclobutil hexilico); cinco sesquiterpenoides
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(espatulenol, ledol, cariofileno, viridiflorol e nerolidol); um hidrocarboneto (Bromo-2-
metilbutano); um peroxido (3-hidroperéxido hexano) e um acido graxo (&cido

estedrico), totalizando 20 compostos identificados (Fig. 20).

Figura 17: Perfil cromatografico FHEX
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Cromatograma obtido por CG-MS da fragdo hexanica de C. duarteanum.

A sequir (Fig. 18 a Fig. 37), mostram-se 0s espectros de massas relativos
aos picos contidos em cada tempo de retencdo obtidos na analise da FH em que “a@”
corresponde ao composto da amostra e “b” ao espectro de massas da biblioteca.

O espectro (Fig. 18) apresenta m/z do ion molecular (204, M.+) e 43 (pico
base). De acordo com esses dados espectrométricos existe grande possibilidade de
a substancia acima ser o Viridiflorol (1H-Cicloprop [e] azulen-4-ol, deca-hidro-1, 1,
4,7-tetrametil), classificado como sesquiterpenoide.

A substéncia representada na Fig. 19 tem ion molecular (m/z): (161, M.+)
e 43 (pico base), correspondente ao perfil de fragmentacdo do sesquiterpeno Ledol.

A substancia representada na (Fig. 20) apresenta ion molecular (m/z): (149, M.+), 43



(pico base), 41 e 79, muito caracteristicos do perfil de fragmentacdo do 6xido

cariofileno também da classe dos sesquiterpenoides.
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Figura 18- Fragmentacdo do metabdlito identificado como Viridiflorol
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(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retencdo de 36.059min. (b) Fragmentagéo

equivalente da biblioteca NIST utilizada como parametro de identificacao.

Figura 19: Fragmentacdo do metabdlito identificado como Ledol

T

B4 i

6(H 5 &0 81 100 -

-ig; ‘ - ¢|| ‘ “ﬂ ”-‘— . . .

__I T T |I' T T |'| T T 'I| '||I"|I| I"II T "| I| T |:J||' T |' T 'l T T I| T T T T T T T T T T T T T
20 30 40 50 e0 70O B0 90 100 110 120 130 140 150 1e0 170 1BO 1950 200 210 2320

100 o

Bl 41

60| &

4 33
— 9

\ \ .
_l" |||I!|I||||||||Ii|= : nm Hpre | } i | |I| | | || | . | | Hy Hrpreey ||I S Illll?f:“ |||||||I|-:|‘J|||||||I|-!“||||||||| S — T
20 3 40 50 s TO 90 ll](} I]'[J 1"[] 11(} 140 I‘&[] 160 170 180 190 200

(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retencdo de 36.488min. (b) Fragmentacdo

equivalente da biblioteca NIST, utilizada como pardmetro de identificacéo.
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Figura 20: Fragmentacédo do metabdlito identificado como 6xido de cariofileno
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(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retengcéo de 35.708min. (b) fragmentagéo
equivalente da biblioteca NIST utilizada como parametro de identificacdo

O espectro (Fig. 21) apresenta m/z do ion molecular (136, M.+) e pico
base com m/z de 41, o que representa um perfil semelhante com a fragmentacéo do
sesquiterpeno Nerolidol. A Fig. 22 representa o perfil de fragmentacdo do
espatulenol com pico do ion molecular (205, M.+) e 43,41 (pico base).

Aos compostos representados pelos espectros (Fig. 23 a Fig. 37) néo
foram encontrados descricdo de bioatividade relevante na literatura. Assim, o
destaque nesta fracdo estd diretamente relacionado a presenca efetiva de cinco

sesquiterpenoides que juntos correspondem a 38,93% da constituicdo da FH.

Figura 21- Composto identificado como nerolidol
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(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retencdo de 37.727min. (b) Fragmentacao
equivalente da biblioteca NIST utilizada como parédmetro de identificacéo.



Figura 22: Composto identificado como espatulenol
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Figura 23 — Composto identificado como Acido oxalico, éster butilpropilico
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(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retencdo de 3.67 min. (b) Fragmentacao

eauivalente da biblioteca NIST utilizada como parametro de identificacdo.

Figura 24 — Metabdlito identificado como 3-hidroperéxido-hexano
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(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retencdo de 3.86 min. (b)

fragmentagéo equivalente da biblioteca NIST utilizada como parametro de identificacéo
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Figura 25 — Substancia identificada como acido butanoico, éster 2- propilico
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(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retencdo de 3.31min. (b) Fragmentacao

equivalente da biblioteca NIST utilizada como pardmetro de identificagao.

Figura 26 Composto identificado como Ester 2-metil-, 2-propenilico.
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(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retencdo de 3.41 min. (b)

fragmentag&o equivalente da biblioteca NIST utilizada como paradmetro de identificagéo
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Figura 27 - Composto identificado como 3-hidroperéxido-hexano
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(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retencdo de 8,04 min. (b)

Fragmentacgéo equivalente da biblioteca NIST utilizada como pardametro de identificacao.

Figura 28 — Composto identificado como éster ciclobutil hexilico
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(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retencdo de 3.87 min. (b) Fragmentagéo

equivalente da biblioteca NIST utilizada como parametro de identificagao.

54



55

Figura 29 - Fragmentacdo do metabdlito identificado como éter- 3- butenil
propilico
100+ ER
807
60
4 41 57 b
204
_I T T T T T |I ! T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
IDG_ 43
80+
%0 71 J\ro\/\k\
40_
_ o]
20+ k-
_|"' LA AR I'SH" li'! o '|S'I' "T"w" T '§*9|" T '|""8:j"'s'q|"' T "9'9|"' T |--]-|3:. AR 'l"_'sw
10 20 30 40 50 60 70 80 N 100 110 120

(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retencédo de 3.67 min. (b)

fragmentacgéo equivalente da biblioteca NIST utilizada como parametro de identificacéo

Figura 30: Composto identificado como guerbitol.
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(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retencdo de 47.708min. (b)

Fragmentacéo equivalente da biblioteca NIST utilizada como parametro de identificacdo.
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Figura 31:- Fragmentacdo do metabolito identificado como estereato de
etila.
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(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retencdo de 50.081 min. (b)
Fragmentacgédo equivalente da biblioteca NIST utilizada como parametro de identificacéo.

Figura 32- Composto identificado como éster hexil tetradecilico
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(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retencdo de 53.356 min. (b)

fragmentacéo equivalente da biblioteca NIST utilizada como parametro de identificacdo
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Figura 33- Composto identificado como Bromo-2-metilbutano
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(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retencéo de 53.670 min. (b) Fragmentag&o

equivalente da biblioteca NIST utilizada como parametro de identificagao.

Figura 34- Composto identificado como 1,4-Cyclohexanedimethanol
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(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retencdo de 55.254 min. (b) Fragmentacéo

equivalente da biblioteca NIST utilizada como parametro de identificacéo.




Figura 35 - Fragmentacao do metabdlito identificado como 9 hidroxi-2 nonanona.
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(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retencdo de 45.199 min. (b)

fragmentagéo equivalente da biblioteca NIST utilizada como parédmetro de identificacéo

Figura 36: Fragmentacdo do metabdlito identificado como &cido ftalico
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(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de reten¢cédo de 65.512 min. (b) Fragmentacdo

equivalente da biblioteca NIST utilizada como parametro de identificacéo.

Figura 37: Fragmentacao do metabdlito identificado como ftalato de dioctilo
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5.6 LC-MS

Figura 38: Cromatograma FM
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Cromatograma obtido por HPLC-DAD da fracdo metandlica de C. duarteanum em 254 nm.
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Figura 39: Espectro FM
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Os dados cromatogréficos e espectrométricos (Fig. 38 e Fig. 39)
apresentaram 36 picos, com possibilidade de identificacdo de trés flavonoides. As
Fig. 40, 41 e 42 apresentam o0s espectros destes compostos identificados pela
similaridade do perfil de fragmentacdo MS/MS nos respectivos tempos de retencéo,
de acordo com banco de dados do equipamento. Em (a) a fragmentagdo M/S e em
(b) a fragmentacao MS/MS do pico correspondente.

Na Fig. 40, (a) apresenta no tempo de retencédo de 22.2 min, 0 pico com
intensidade de m/z 317.06 e em (b) a sua fragmentacdo MS/MS que, em
comparagcdo com a biblioteca do equipamento, apresenta compatibilidade com

fragmentacao do flavonoide miricetina.

Figura 40: Composto identificado como miricetina
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(a) Espectro de massas no tempo de retencdo 22.2 min; (b) Espectro da

fragmentagdo massa/massa do pico de m/z 317.06.
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Figura 41: Composto identificado como Taxifolina glicosilada.
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(a) Espectro de massas no tempo de retencdo 16,5 min; (b) espectro da

fragmentag&o massa/massa do pico de m/z 465.0985.

Na Fig. 41, (a) apresenta no tempo de retencdo de 16.5 min, m/z do ion
molecular 465.09 e em (b) a sua fragmentacdo massa/massa que O caracteriza

como o flavonoide taxifolina glicosilada.
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Figura 42: Composto identificado como taxifolina raminosilada

(a)Espectro de massas no tempo de retencdo 17,5 min; (b) Espectro da

fragmentag@o massa/massa do pico de m/z 449.1057

Na Fig. 42, (a) apresenta no tempo de retencdo de 17.5 min, com um
pico m/z 449.10 e em (b) a sua fragmentacdo que apresenta perfil semelhante ao do

flavonoide taxifolina raminosilada.

5.7 Proliferagcéo celular

Para o teste de proliferacdo celular em colénia de melanoma murinho B16
(Fig. 43) para o extrato bruto, foi obtida diferenca significativa de todas as
concentracOes testadas em relacdo ao controle, com excecédo da concentracdo de
200pg no tempo de 24 horas. No tempo de 72 horas, ap0s a incubacdo, as
concentracdes de 50, 100 e 200 ug inibiram a proliferacdo das células promovendo a

morte de 100% da colbnia, o que € bem representado pela fotomicrografia (Fig. 44).



63

Para o ensaio de proliferacdo com a fracdo metandlica na concentracdo de 25ug
apresentou igualdade estatistica em relagdo ao controle no tempo de 24 e 48 horas
e, em todas as demais concentracdes (Fig. 45) nos respectivos tempos, diferiu-se do
controle, embora numa propor¢cdo menor se comparado com extrato bruto, o que
indica que o efeito antiproliferativo é significativo, mas com menor potencial em
relacdo ao EB, com excec¢ao para a maior concentragao (200 pg) que nos tempos de
48h e 72h promoveu morte na totalidade da col6énia celular (Fig. 46).

Figura 43: Proliferacdo celular de células de melanoma murinho (B16) desafiadas
com o extrato bruto de C. duarteanum nas respectivas concentracdes de 25, 50, 100
e 200 pg/ml. Densidade de 5 x 10 células por poco no tempo O e contadas apds 24,
48 e 72 h em camara de Neubauer.
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Os asteriscos representam diferenca estatistica em relagdo ao controle p<0,05 (One Way ANOVA)
com pos-teste de Tukey.

Figura 44: Fotomicrografias de células de melanoma murino B16 durante ensaio de
proliferacdo celular. As imagens A mostram células do grupo controle em diferentes tempos.
As imagens B, C, D e E mostram as células tratadas com o extrato bruto de C.duarteanum
nas concentracdes de 25, 50,100 e 200ug/ml em diferentes tempos. Imagens obtidas ao
microscopio invertido com objetiva de 10x.
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Figura 45: Proliferacdo celular de células de melanoma murino (B16) desafiadas com a
fracdo metandlica do extrato de C. duarteanum nas respectivas concentragbes de 25, 50,
100 e 200 pg/ml. Densidade de 5 x 10* células por poco no tempo O e contadas ap6s 24, 48
e 72 hs em camara de Neubauer.

40
‘é‘ Em Controle
X 0 B3 Fracdo Metanolica 25ug
o 30-
‘_35 BE= Fracdo Metandlica 50ug
D 50- * * % 3 Fracdo Metandlica 100ug
= . e B3 Fracdo Metanolico 200ug
(@)
o 104
S
S
pa

o_

24 hs 48 hs 72 hs
Tempo

Os asteriscos representam diferenca estatistica em relagdo ao controle p<0,05 (One Way ANOVA) com pos-teste
de Tukey.

Figura 46: Fotomicrografias de células de melanoma murino B16 durante ensaio de
proliferacdo celular. As imagens A mostram células do grupo controle em diferentes
tempos. As imagens B, C, D e E mostram as células tratadas com a fracdo Metandlica
do extrato de C.duarteanum nas concentragdes de 25, 50,100 e 200ug/ml em diferentes

tempos. Imagens obtidas ao microscopio invertido com objetiva de 10x.

Controle 25pg/ml 50pg/ml 100pg/ml 200pg/mi
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J& o ensaio com a fragdo hexanica (Fig. 47) se mostrou bem mais efetivo em
relacdo ao efeito antiproliferativo, principalmente nos tempos de 48h e 72h, em que
todas as concentracbes nos referidos tempos diferiram significativamente do
controle com morte celular de toda a cultura de células no tempo de 48h na
concentragdo de 200 pg/ml assim como no tempo de 72h [50, 100 e 200 pg/mi],
como pode ser visualizado nas fotomicrografias (Fig. 48). No tempo de 24 horas
apos a incubacdo a concentracdo de 50 e 100ug/ml mostraram igualdade em
relacdo ao controle e a concentracdo de 200 pg/ml também impediu totalmente a

proliferacdo celular e ap6s o periodo de 72 horas a acao antiproliferativa nas

Figura 47: Proliferacdo celular de células de melanoma murino (B16) desafiadas com a
fracdo hexanica do extrato de C. duarteanum nas respectivas concentracdes de 25, 50,
100 e 200 pg/ml. Densidade de 5 x 10* células por poco no tempo 0 e contadas apés 24,
48 e 72 hs em cadmara de Neubauer.
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Os asteriscos representam diferencga estatistica em relagédo ao controle p<0,05 (One Way ANOVA) com pés-teste
de Tukey.

concentragbes de e 50, 100 200 foi maxima promovendo a morte total da cultura
celular.
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Figura 48: Fotomicrografias de células de melanoma murino B16 durante ensaio de
proliferagdo celular. As imagens A mostram células do grupo controle em diferentes
tempos. As imagens B, C, D e E mostram as células tratadas com a fragdo Hexanica do
extrato de C.duarteanum nas concentragbes de 25, 50,100 e 200ug/ml e diferentes

tempos. Imagens obtidas ao microscopio invertido com objetiva de 10x

Controle 25pgiml

5.8 Migracao celular

No teste de migracdo (Fig. 49), com objetivo de verificar o potencial
antimetastatico de células de melanoma B16, foi demonstrada diferenga significativa
em relacdo ao controle para todas as concentragfes do extrato bruto com destaque
para a concentracdo de 200 pg/ml que impediu 100% da migracéo celular. Para a
fracdo metandlica, todas as concentracbes também diferiram em relacdo ao
controle, e a concentracdo de 200 pg/ml impediu cerca de 50% da migracao celular.
Para fracdo hexanica, a concentracdo de 200 pg/ml gramas também inibiu 100% da
migracao. As fotomicrografias (Fig. 50) evidenciam que nas concentracdes de 200
pug/ml tanto a fracdo hexanica quanto o extrato bruto além de evitarem a migracao
celular proporcionam morte celular, caracterizando também elevado potencial

citotoxico.
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Figura 49: Densidade de células de melanoma murino (B16) apds exposicdo ao EB,
FM e FH nas concentracdes de 25, 50,100 e 200ug apos 24 horas, determinadas pelo
ensaio de cura de ferida. Controle: células ndo tratadas (controle negativo).
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Os asteriscos representam diferenca estatistica em relagdo ao controle p<0,05 (One Way ANOVA) com pés-teste
de Tukey

Figura 50: Fotomicrografias de células de melanoma murino (B16) durante ensaio de
ferida. Em A células tratatadas com EB (extrato bruto), FM (fracdo metandlica) e FH
(fracdo hexanica) nas respectivas concentragdes: 25, 50, 100 e 200 pg/ml apoés 24
horas de tratamento. Em B células do controle no Ty (tempo 0) e To4 (apds 24 horas).
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5.9Viabilidade celular: ensaio por exclusdo de azul de tripan

O ensaio de viabilidade celular pelo método de exclusédo de azul de tripan
(Fig. 51) evidencia, a partir da integridade da membrana celular, a quantidade total
de células viaveis como 100% e a taxa de células néo viaveis pela porcentagem de
células mortas (coradas de azul) (Fig. 52). Os dados demonstram igualdade
estatistica em relacdo ao controle do EB 25 pg/ml e da FM 50, 100 e 200 pg/ml. Os
demais tratamentos diferiram significativamente com destaque para EB 200 pg/ml e

FH 200 pg/ml, que evidenciaram elevado potencial citotoxico acima de 90%.
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Figura 51: Viabilidade de células B16 (melanoma murinho) apés exposi¢cédo ao EB, FM
e FH nas concentracfes de 25, 50, 100 e 200ug apds 24 horas, determinada pelo
ensaio exclusao do corante azul de tripano. Os resultados foram expressos como % de
células viaveis da média £ DP (tratamento vs controle) seguido de ANOVA e po0s teste
de Dunnet p<0,05.
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Os asteriscos representam diferencga estatistica em relagédo ao controle p<0,05 (One Way ANOVA) com pds-teste
de Tukey
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Figura 52: Controle e tratamentos em células de melanoma murinho (B16). A- Controle de
células com DMSO 0,01% em 24 horas. B- Tratamento com EB 50 pg em 24 horas. C-
Tratamento com EB 100 pg em 24 horas. D- Tratamento com EB 200 ug em 24 horas. E-
Tratamento com FM 100 pg em 24 horas. F- Tratamento com FH 25 pug em 24 horas. G-
Tratamento com FH 50 ug em 24 horas. H- Tratamento com FH 100 pg em 24 horas. |-
Tratamento com FH 200 pg em 24 horas.

A B C
D E F
G H I




71

5.10 Atividade antioxidante

Para verificacdo de paradmetros enzimaticos na atividade antioxidante in
vitro em cultura de fibroblastos L929 (Fig. 53) foi avaliada a atividade de SOD em
células induzidas com LPS e tratadas com os extratos em suas diferentes
concentracbes. O LPS promoveu aumento da atividade de SOD em relacdo ao
controle. O EB na concentracdo de 50 pug/ml diferiu estatisticamente, ou seja, essa
concentragdo nao reduziu a atividade da enzima. Na FM, as concentracdes de 25 e
200 pg/ml ndo diferem em relacdo ao controle positivo e a dosagem de 50 e 100
pug/ml reduziu de forma significativa a atividade de SOD. Para a FH, as
concentracfes de 25 e 50 pg/ml diferiram estatisticamente em relacdo ao controle
positivo, ndo promovendo reducéo da atividade de SOD, e a concentracdo de 100 e
200 pg/ml se mantiveram em igualdade estatistica em relagdo a atividade da
enzima.

Na avaliacdo da atividade de CAT em fibroblastos L929 (Fig. 54), as
células também foram induzidas com LPS e tratadas com os extratos em suas
diferentes concentracfes. Foi observado efeito inverso do indutor em relacdo a
SOD, ou seja, o LPS promoveu diminuicdo da atividade da CAT em relagcdo ao
controle negativo, e o controle positivo (LPS+Dexa) reestabeleceu esses niveis de
atividade enzimatica. Para o EB as concentracfes de 25, 50 e 100 pg/ml diferiram
estatisticamente em relacdo ao controle positivo e induziu um elevado aumento da
atividade enzimatica. A concentracao de 200 pug/ml apresentou igualdade estatistica
mantendo os niveis de atividade iguais ao controle positivo. A FM [25 pg/ml] também
promoveu aumento significativo da atividade enziméatica ao passo que as
concentracbes de 50 e 100 pg/ml promoveram efeito contrario, com reducao
significativa na atividade de CAT e apenas [200 pg/ml] ndo diferiu em relacdo ao
controle positivo. Para a FH, as concentracdes de 50, 100 e 200 pg/ml reduziram a
atividade de CAT significativamente, sendo que as duas maiores concentracdes com

baixissima atividade da enzima. A concentracdo de 25 pg/ml promoveu um
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comportamento oposto em relacdo as demais concentracdes, provocando elevacao

significativa da atividade enzimatica.

Figura 53: Atividade especifica da superéxido dismutase (mol peréxido min™ ml) em
cultura de células de fibroblastos L929 submetidas ao tratamento com as respectivas
concentracfes de 200, 100, 50 e 25ug/mL dos extratos de C.duarteanum apos 24hs de
incubagéo. LPS- lipolissacarideo; Dexa- dexametasona; EB-extrato bruto; FM-fragéo
metandlica; FH-fracdo hexanica. Os resultados foram expressos como média (+ desvio-
padrao) de trés repeticoes
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Os asteriscos representam diferenca estatistica em relagdo ao controle positivo (LPS+Dexa) p<0,05 (One
Way ANOVA) com pos-teste de Tukey



73

Figura 54: Atividade especifica da catalase (mol per6xido min™ ml) em cultura de células
de fibroblastos L929 submetidas ao tratamento com as respectivas concentracdes de
200, 100, 50 e 25ug/mL dos extratos de C.duarteanum apos 24hs de incubacéo. LPS-
lipolissacarideo; Dexa- dexametasona; EB-extrato bruto; FM-fracdo metandlica; FH-
fracdo hexanica. Os resultados foram expressos como média (+ desvio-padrdo) de trés
repeticoes.
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Os asteriscos representam diferenca estatistica em rela¢éo ao controle (LPS+Dexa) p<0,05 (One Way ANOVA)
com poés-teste de Tukey

Devido a essa discrepancia no efeito das concentracdes em relacdo a atividade
enzimatica foi feita analise da razdo SOD/CAT (Fig. 55) que demosntra que o EB e

FM 100 e 200 pg/ml ndo diferem do controle positivo, evidenciando o estimulo a
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manutencdo do equilibrio entre as referidas enzimas. A FH eleva essa razdo nas
concentracdes de 50, 100 e 200 pg/ml e reduz na concentracao de 25 pg/ml, ambas

as alteracOes estatisticamente significativas.

Figura 55: Razéo da atividade SOD/CAT.
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Os asteriscos representam diferenca estatistica em rela¢@o ao controle positivo (LPS+Dexa) p<0,05 (One
Way ANOVA) com poés-teste de Tukey.

5.10 Atividade anti-inflamatéria
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Na avaliacdo da atividade anti-inflamatéria em cultura de fibroblastos L929
(Fig. 56) induzidos por LPS, foi observado para o EB reducao significativa dos niveis
de IL-6 para a concentracdo de 25 pug/ml e igualdade estatistica para 50 e 100 pg/ml
se comparados ao controle positivo, o que indica potencial significativo na atividade
anti-inflamatoria. A concentracdo de 200 pug/ml ndo se mostrou efetiva na reducao
dos niveis de IL-6, diferindo estatisticamente do controle.
Para a FM as concentracfes de 25 e 50 pg/ml reduziram significativamente os niveis

de IL- 6 e [100 e 200 pg/ml], apesar de promoverem reducdo dos niveis dessa

Figura 56: Efeitos preventivos dos extratos de C.duarteanum nos niveis de interleucina-6
(IL-6) em cultura de fibroblastos L929 submetidos as respectivas concentracdes de 200,
100, 50 e 25ug/mL do extrato bruto(EB), fracdo metandlica(FM) e fracdo hexanica(FH).
LPS- lipolissacarideo; Dexa- dexametasona. Os resultados foram expressos como média
(x desvio-padréo) de trés repeticoes.
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Os asteriscos representam diferenca estatistica em relacdo ao controle (LPS+Dexa) p<0,05 (One Way
ANOVA) com pés-teste de Tukey
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interleucina, em relacdo as células somente submetidas ao LPS, diferiram
estatisticamente do controle positivo. Para a FH a concentracdo de 25 pg/ml
promoveu reducéo significativa dos niveis de IL-6 em relacdo ao controle positivo e
na concentracdo de 50, 100 e 200 pg/ml foi obtida igualdade estatistica, o que
representa efetividade no potencial das quatro concentracdes utilizadas para essa
fracéo do extrato.
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6 DISCUSSAO

O extrato etandlico bruto (EB) de C. duarteanum obteve um rendimento
superior ao obtido por Cabral (2013) em amostras coletadas no sertdo paraibano.
Solto (2011), com amostras de Combretum fruticosum, obteve rendimento duas
vezes maior em relacdo ao presente trabalho em coleta realizada em remanescente
de mata atlantica no litoral paraibano. Varios fatores podem estar relacionados a
essa diferenca de rendimento entre os extratos como diferenca da disponibilidade de
componentes extraiveis, resultantes da variedade da composicdo estrutural e
guimica entre os O6rgaos vegetais, associada a condi¢cdes edafoclimaticas de cada
regido (SULTANA et al., 2009). Outros fatores como época de coleta e fatores
ecolégicos da planta podem influenciar na produgcéo de compostos, 0 que resulta em
maior ou menor incremento de biomassa na folha, aumentando o rendimento final do
extrato (ALMEIDA; SHIPLEY, 2002).

Em relacdo aos teores de flavonoides e fendlicos totais, Farias et al.
(2020, p. 10) detectou valores superiores no extrato bruto de C. duarteanum
coletados no nordeste do Brasil se comparados ao deste estudo, embora com menor
potencial no sequestro de radicais livres, o que pode estar associado nao
diretamente a essa classe de compostos, mas sim a compostos como cumarinas,
estilbenos e acidos fendlicos ja descritos para o género Combretum Loeft.
(DAWE et al., 2013). Isso pode também estar associado a fracdo aquosa deste
estudo que apresentou baixo teor de FLAT e FT, mas em contrapartida apresentou
baixo CEsg caracterizando como bom sequestrador de radicais livres.

Nesse contexto, o processo de particdo, que objetivou separar por
polaridade os compostos, parece nao influenciar diretamente na capacidade de
sequestro de radicais livres das fracbes polares, jA que as trés com essa
caracteristica quimica ndo diferiram estatisticamente nesse parametro, ou seja, a
partir da fracdo metandlica foi obtida a fragcdo butandlica e aquosa e nao diferiram no

potencial antioxidante frente ao DPPH. Trabalhos com espécies do género como C.
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leprosum (AYRES, 2009) apresentaram CEsy duas vezes maior em ensaio
equivalente em relacdo ao extrato bruto de C. duarteanum deste estudo. Assim
como Farias (2020, p. 9) que demonstra CEso de 267,54 pg/mL e 68 pg/mL em
extrato bruto de C. duarteanum coletados respectivamente no cerrado setentrional e
meriodional piauiense. Neste trabalho os valores de CE revelam uma maior
capacidade antioxidante das folhas de C. duarteanum da regido amostrada, o que
permite inferir que a desciduidade sazonal caracteristica da floresta tropical seca
pode favorecer o enriquecimento do solo de matéria organica e, assim, promover
maiores condi¢cdes nutricionais para aumentar a producdo de metabdlitos
secundarios relacionados a acao antioxidante.

A cromatografia realizada com a FM apresentou 36 picos com
identificacdo de trés flavonoides: a miricetina, a taxifolina raminosilada e a taxifolina
glicosilada (todas derivadas da quercetina). Esses flavonoides também foram
identificados por Cabral (2013) em C. duarteanum. A acdo biologica desses
compostos em extratos ou mesmo isolados em plantas do género é escassa. Em
outras familias botanicas ha relatos do potencial desses flavonoides como a
miricetina, presente no extrato bruto de Caralluma europaea (Asclepiadaceae), que
mostrou boa atividade antioxidante e antiprolferativa em cultura de células de cancer
de mama (AMRATI et al., 2020) e efeito antioxidante in vitro em Myrtus communis
(Myrtaceae) (TAAMALLI et al., 2014). A taxifolina também denominada de
diidroxiquercetina € um metabdlito comum na maioria das familias botanicas com
destaque para a acao antioxidante e a boa capacidade de sequestro de radicais
livres obtidos nos ensaios DPPH com as fracdes polares dos extratos e pode ser
atribuida, entre outros compostos, a esses flavonoides.

A FH passou pela cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas e detectou cinco sesquiterpenos, descritos a seguir. O Viridiflorol (1H-
Cycloprop [e] azulen-4-ol, decahydro-1), um terpenoide com propriedades bioativas
com significativa reducdo da migracao leucocitéria na agdo antiedematogénica em
camundongos (TREVIZAN et al., 2016). O Ledol, um constituinte do mesofilo foliar

com bioatividade em analgesia e efeitos antimicrobianos (GAZIM et al., 2010), além
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de efeito anti-inflamatorio em modelos de inflamacdo aguda (PINHEIRO et al.,
2011). O Oxido de Cariofileno, também classificado como um sesquiterpenoide com
bioatividade demonstrada na efetividade como antiproliferativo em células de
melanoma (LOIZZO et al., 2008) e efeito anti-inflamat6rio como inibidor de citocinas
IL 6 em ensaios de inflamacédo induzida (KOBAYASHI et al.,, 2011). O Nerolidol
(10,10-Dimethyl-2,6-dimethylenebicyclo), um sesquiterpeno encontrado em folhas e
flores com funcdo aromatizante nas plantas e com acdo antioxidante e
antiproliferativa (CHAN et al., 2016). E, por fim, o Espatulenol, um sesquiterpeno
presente em tecidos parenquimaticos das folhas dos vegetais e com efeitos
antiproliferativos em cultura de células MCF-7 e efeitos antimicrobianos atribuidos ao
elevado teor desse terpenoide no 6leo essencial de Filifolium sibiricum (LIANG et al.,
2016), assim como agao antioxidante moderada (OLIVEIRA et al., 2016).

Estes compostos também foram evidenciados no trabalho de Cabral
(2013) com amostras de C. duarteanum retiradas no sertdo paraibano. Embora o
terpeno viridiflorol tenha apresentado baixo teor quantitativamente, neste trabalho foi
majoritario nessa classe de compostos, 0 que pode estar associado as condi¢cfes
ecofisiolégicas a qual cada ecossistema esta inserido. Evaristo et al. (2014) também
evidenciaram esses terpenoides ou derivados em plantas do género.

O ensaio por exclusdo de azul de tripan realizado em células de
melanoma B16-F10 evidenciou para a FM auséncia de citotoxidade na concentracao
de 25 pug/ml. As demais concentracdes desta fracédo, apesar de diferirem do controle,
apresentaram um percentual de viabilidade acima dos 80%, segundo Gbec et al.
(2015), sendo o percentual minimo aceitavel de células viaveis. A concentragdo de
100 pg/ml tanto do EB e da FH apresentou elevado potencial citotoxico, e o
destaque maior para a concentragcdo de 200 pg/ml que inibiu cerca de 95% da
proliferacéo da cultura celular para esses dois extratos, o que pode ser associado a
alguma modulacdo no processo apoptotico. Os achados de Cabral (2013)
demonstraram maior potencial citotoxico para extratos de C. duarteanum ricos em
terpenoides, o que corrobora com o efeito da FH e do EB deste estudo; e agao

citotoxica nédo significativa para o extrato rico em flavonoides, resultado contrario ao
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deste trabalho, pois a FM diferiu do controle nas trés maiores concentracgoes,
embora com baixa citotoxicidade. Ja Fyhrquist et al. (2006) evidenciaram para a
fracdo metandlica de C. molle forte efeito citotoxico frente as células T-24 de cancer
de bexiga, e, em células de melanoma, o extrato bruto de C. collinum mostrou efeito
citotoxico na concentracao de 25 pg/ml (LIMA et al., 2013), o que nao foi observado
no EB deste estudo, j& que a Unica concentracdo que nao diferiu significativamente
do controle foi a de 25 pg/ml.

O efeito antiproliferativo foi testado com EB, FH e FM e os resultados
mostraram potencial de inibicdo de crescimento celular significativo em todos os
ensaios com destaque para FH e EB nos tempos de 72h apds a incubagcdo nas
concentracfes de 50, 100 e 200 pug/ml que inibiram totalmente o crescimento celular.
Esses dois extratos, pelo método de particdo utilizado, apresentam terpenoides na
sua constituicdo, o que corrobora com os resultados ja citados anteriormente,
principalmente o 6xido de cariofileno, o espatulenol e o nerolidol que ja
demonstraram efeito antiproliferativo (CHAN et al., 2016). Em consonancia com o
efeito antiproliferativo, foi verificado o potencial antimigratério das células de
melanoma pelo ensaio de ferida para todos os tratamentos. Para as concentracoes
de 200 pg/ml, o EB e a FH demonstraram esse efeito, como ja era esperado, devido
ao elevado potencial citotoxico. Importante ressaltar que apesar da FM apresentar
percentuais de viabilidade acima de 75% para todas as concentracfes, elas
diferiram estatisticamente em relacdo ao controle para o ensaio de migracao,
evidenciando efeito antimigratério mesmo com baixa citotoxicidade. A migracdo
celular é essencial para muitos processos biolégicos, como reparo e regeneragao
tecidual. Entretanto, a regulacéo aberrante desse processo impulsiona a progressao
de muitas doencas, incluindo a invasdo e metéstase do cancer (ALMEIDA et al.,
2020). Nesse contexto, ao considerar a agressividade do melanoma associado ao
elevado poder de metastase (MICHNIEWICZ; CzZYZ, 2019), os tratamentos
utilizados demonstram potencial antiproliferativo dessas células tumorais, o que nos
permite inferir o potencial antitumoral no processo carcinogénico além de

bioatividade na inibicdo da migracdo celular. Isso pode refletir no potencial
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antimetastatico em células de melanoma B16 - F10 e contribuir para estudos mais
especificos para compreensédo da modulacdo génica ou metabdlica desses extratos
em células de melanoma.

Para a avaliacdo do potencial anti-inflamatorio foi avaliado em cultura de
fibroblastos L929 os niveis de interleucinas IL-1B e IL 6 apds indugcdo com LPS. As
células ndo apresentaram resposta para IL 18 em nenhuma concentracdo dos
extratos utilizados. Lucca (2013) também nédo obteve resposta para essa interleucina
em fibroblastos L929. Uma das principais vias ativadas pelo LPS € a via do fator de
transcricdo NFKB (do inglés, Nuclear Factor kappa B) que, ao se translocar ao
ndcleo, promove a transcricdo de diversos genes pro-inflamatérios (SORRENTINO
et al., 2012). O LPS induziu de forma significativa o aumento dos niveis de IL 6 ao
comparar as concentracfes utilizadas com o controle. Foi observado que [25 e 50
pg/ml] dos trés extratos utilizados diferiu-se estatisticamente causando redugéo dos
niveis de IL 6, evidenciando alto potencial anti-inflamatorio, j& que foram as menores
concentragdes utilizadas e com maior inibicdo dessa interleucina. Lima et al. (2017)
obtiveram, para a fracdo hexénica de C. duarteanum, redugao significativa de IL 6
em células de tecido conjuntivo de colon; e Marquardt et al. (2020) também
obtiveram reducdo dos niveis de IL 6 com extratos de C. collinum em fibroblastos,
tanto para o extrato bruto quanto para a fracdo hexéanica, porém em concentracdes
de 100 e 150 pg/ml, respectivamente. Horinouchi et al. (2013) também conseguiram
resultados significativos na reducao de IL 6 com o extrato bruto de C. leprosum, o
gue corrobora com os resultados aqui obtidos.

Os ensaios de atividade antioxidante mostraram que o0 agente indutor
(LPS) promoveu aumento dos niveis de SOD e os tratamentos nao diferiram em
relacdo ao controle positivo, exceto EB [50 pg/ml], FM [50 e 100 pg/ml] e FH [25 e 50
ug/ml], ou seja, ocorreu a partir dos tratamentos diminuigdo dos niveis de SOD apés
24h, o que pode estar associado a capacidade preventiva dos extratos na formacao
de EROs devido a constituicdo bioquimica ou a algum potencial na inibicdo da
ativacdo génica relacionado a essa enzima. Outro fator que pode estar relacionado é

0 potencial dos extratos na reducéo de IL 6, minimizando o processo inflamatorio e
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reduzindo por consequéncia a producao de EROs, que assim pode ter influenciado
essa reducao provocada nos niveis de SOD, observada nos tratamentos. Pigeolet et
al. (1990) e Vessey, Lee e Blacker (1992) mostraram que os niveis de mRNA de
SOD1 e SOD2 na fase aguda da inflamacdo no processo cicatricial em cultura de
fibroblastos sdo altos em decorréncia da elevacdo dos niveis de interleucinas da
cascata inflamatoria. A FM apresentou maior interferéncia na reducéo dos niveis de
SOD em duas concentracbes 50 e 100 pg/ml, o que deve estar associado a
constituicdo bioquimica ja que essa fragdo € constituida por flavonoides e composto
fendlicos, que quimicamente podem se ligar em moléculas com potencial reativo e
consequentemente agir de forma preventiva, evitando formagdo de EROs e
promovendo reducéo na atividade de SOD (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

Ja para a avaliacdo da atividade de CAT, o agente indutor promoveu a
diminuicdo de sua atividade em relagéo ao controle. A FH [50, 100 e 200 pg/ml]
reduziu a niveis muito baixos, 0 que pode estar relacionado a citotoxicidade desse
extrato. O tratamento com EB estimulou a atividade de CAT em elevados niveis
comparados ao controle positivo, exceto a maior concentragdo. A FM promoveu
reducdo nas menores concentracdes e aumento da atividade de CAT na maior
concentracdo. Resultados que apresentam essa alternancia na atividade de SOD e
CAT, aumento e diminuicdo, podem estar relacionados ao metabolismo celular como
forma de balancear a razdo SOD/CAT para equilibrar o sistema redox. Essa reducéo
de CAT pode estar associada ainda a um aumento na expressao de Glutationa
peroxidase, ja que as enzimas CAT e GPx agem com 0 mesmo propdsito, ou seja,
impedir o acimulo de peréxido de hidrogénio. Tal acdo integrada pode interferir na
atividade enzimatica, seja por maior expressao génica de uma ou de outra
(BARBOSA et al., 2010). A SOD é fundamental no sistema de defesa antioxidante,
pois catalisa a dismutacdo de radicais superéxido para produzir H,O,. Sua
superexpressao, no entanto, é prejudicial as células. Um aumento na SOD
acompanhada por uma diminuicdo na atividade de CAT reflete em uma razéo
aumentada SOD/CAT, o que indica que o mesmo esta mais disponivel na célula

para causar danos a biomoléculas (HALLIWELL, 2006).
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Nesse contexto avaliamos a razdo SOD/CAT e nessa andlise os
tratamentos com FM e EB sugerem melhor acdo antioxidante, pois apresentam uma
melhor relacdo no equilibrio SOD/CAT em dosagens diferentes em relacdo ao
controle positivo. A FH apresentou variagcbes acentuadas na atividade de CAT,
desde a inibicdo nas maiores concentragfes e estimulo na menor, o que interfere
diretamente na andlise da razdo das duas enzimas. O perédxido de hidrogenio que é
produto da SOD e substrato da CAT, é uma ERO classificada como um oxidante
fraco, porém sua lipossolubilidade permite sua difusdo pelo interior da célula e uma
maior facilidade em reagir com fons como Fe®*/Cu®*, originando o radical hidroxila
(OH)", que é lesivo a varias biomoléculas e produz perdxidos lipidicos e radicais
organicos (HALLIWELL, 2009).

A FH nas concentracdes 50 e 200 pg/ml diferiu estatisticamente do
controle com valores bem elevados devido aos baixos niveis de atividade de CAT.
Isso pode estar relacionado a compensac¢ao da sua atividade por outras peroxidases
ou modulacdo génica dessas concentracées. E importante ressaltar que no estimulo
provocado pelo LPS ao desencadear um processo inflamatério e por consequéncia
aumento dos EROs, automaticamente se espera 0 aumento dos niveis enzimaticos
no combate ao estresse oxidativo (SOD e CAT). Os extratos promoveram a reducao
de IL 6, 0 que provavelmente pode ter interferido numa menor producdo de EROs,
caracterizando potencial antioxidante pela manutencdo do equilibrio na razéo
SOD/CAT das concentracdes ja citadas.

Diante do exposto, sugere-se uma maior investigacao das alteracdes nos
parametros enzimaticos para obtencdo de um melhor entendimento sobre a
influéncia dos extratos na expressdo génica dessas enzimas, assim como a analise

de outros parametros do estresse oxidativo.
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7 CONCLUSAO

Os resultados alcancados nas diferentes etapas do presente estudo
auxiliam no entendimento do potencial bioativo do extrato bruto e fracbes de C.
duarteanum. Todos os tratamentos, com excec¢ao da FH, apresentaram bioatividade
no sequestro de radicais livres no ensaio DPPH, com destaque para a FM com
melhor desempenho nesse parametro.

Os teores de FLT e FT n&o se mostraram elevados em relagao a outros
trabalhos, o que corrobora a ideia que os efeitos bioativos evidenciados neste
estudo podem estar correlacionados a outras classes de compostos.

O EB, a FM e a FH principalmente nas menores concentracdes, 25 e 50
ug/ml, apresentaram potencial anti-inflamatdério, pois reduziram significativamente os
niveis de IL6 e corroboram a utilizacdo popular de C. duarteanum para processos
inflamatorios.

As variacbes promovidas nos niveis de SOD e CAT entre as
concentracOes utilizadas requer maior investigagdo para a compreensao do real
efeito dos extratos nos parametros do estresse oxidativo, embora a analise da razéo
SOD/CAT permita concluir que a fracdo metandlica apresenta melhor efeito
antioxidante em relacéo ao EB e FH ao considerar esses parametros analisados.

A FH, o EB e a FM apresentaram efeito antiproliferativo em células de
melanoma B16-F10 e, somada a elevada citoxicidade da FH e EB nas
concentracbes de 100 e 200 pg/ml, foi caracterizado para essas concentragdes
efeito antitumoral, assim como efeito antimetastatico na inibicdo da migracdo das
células tumorais.

Diante do exposto, este estudo evidencia o potencial farmacoldgico de C.
duarteanum coletado em floresta tropical seca e abre perspectivas para maior
aprofundamento na analise de outros parametros envolvidos na sua bioatividade,

como a compreensdao do efeito desses extratos nas vias sinalizatérias e o
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entendimento dos mecanismos de agao, seja por sinergismo de compostos ou acao

isolada, além de possiveis efeitos genotdxicos em células de melanoma.
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