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RESUMO

Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg (Myrtaceae) ¢ uma planta popularmente
conhecida como gabiroba ou guaviroba, cujos frutos sdo comestiveis. Suas folhas e cascas sdo usadas
na medicina popular como antiinflamatdrias, antidiarréicas, anti-sépticas das vias urindrias e para o
tratamento da gripe. Como parte de um programa de bioprospec¢do que visa a descoberta de produtos
naturais bioativos, o presente estudo teve por objetivo a prospec¢do de metabdlitos secunddrios com
atividade antioxidante e antiproliferativa acumulados no extrato etandlico das folhas de C.
adamantium. Para tanto, adequou-se a metodologia para a avaliac@o in vitro da atividade antioxidante
(reducdo do radical DPPH e ORACy) e antiproliferativa, frente a linhagens de células tumorais
humanas e procedeu-se o estudo fitoquimico, buscando-se a identificacdo dos constituintes majoritarios
ativos. Inicialmente obteve-se o perfil dos extratos ativos (HPLC-DAD e ESI-MS), identificando
algumas substancias conhecidas diretamente no extrato bruto e fragdes (desreplicacdo). Os extratos
ativos foram submetidos ao fracionamento guiado pela atividade antioxidante e antiproliferativa e para
a substancia isolada e purificada realizou-se a elucidacdo estrutural utilizando-se métodos
espectroscopicos de andlise (RMN (1D e 2D ) e espectrometria de massas). Ainda, buscou-se avaliar se
a substancia purificada induz a morte celular por apoptose frente a linhagem de célula de cancer de
prostata (PC-3) com andlise de expressdao do RNAm por PCR semiquantitativo do genes BAX e BCI-2 e
a fragmentacdo do DNA por citometria de fluxo. Com base nos resultados sugere-se que: (1) o extrato
bruto etandlico das folhas de C. adamantium e suas fragdes butandlica e acetato de etila apresentaram
atividade antiproliferativa frente a linhagens tumorais humanas; (2) o extrato bruto etandlico das folhas
de C. adamantium e suas fragdes butandlica e acetato de etila apresentaram atividade antioxidante tanto
pelo método indireto DPPH (baseado em mecanismos de transferéncia de elétrons), quanto pelo ensaio
ORACE, (método direto, cinético, baseado em mecanismos de transferéncia de hidrogénio). A

atividade antioxidante destas amostras pode ser relacionada com o alto teor de substancias fendlicas
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totais soluveis estimado pelo método colorimétrico Folin Ciocalteu; (3) andlises empregando HPLC-
DAD e ESI-MS e MS-MS dos extratos e fragdes com atividade antioxidante sugeriram a presenca dos
flavonoéides isoquercitrina (Cal), quercitrina (Ca2), miricetina (Ca3), quercetina (Ca4) e das chalconas
2’ ,4’-diidroxi-6’-metoxichalcona (Ca5), 2’,4’-diidroxi-5’-metil-6’-metoxichalcona (Ca6) ¢ 2’.4’-
diidroxi-3’,5’-dimetil-6’-metoxichalcona (Ca7); (4) o estudo fitoquimico da fracdo acetato de etila
levou ao isolamento e identificacio da chalcona Ca5, que apresentou promissora atividade
antiproliferativa frente a algumas das linhagens de células tumorais humanas estudadas; (5) as andlises
de expressdo dos genes BAX e BCI-2 ndo apresentaram alteracdes significativas em relagcdo as células
controles que indicassem inducdo de apoptose. Porém, com a andlise por citometria de fluxo da
fragmentacdo do DNA pode-se observar que as células que foram tratadas com a chalcona isolada
(Ca5) tiveram um aumento significativo da fragmentacao, indicando indu¢@o do processo apoptético.
Assim, procedeu-se o estudo com C. adamantium para a busca de compostos com atividade
antioxidante e antiproliferativa de origem vegetal, o que pode vir a contribuir para a quimioprevengao
de doencgas relacionadas com o estresse oxidativo (doencas degenerativas, cancer, cardiovasculares,

inflamatdrias) e para obter novas fontes de insumos farmacéuticos.

XV



SUMMARY
Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg (Myrtaceae) is a plant popularly known as gabiroba
or guaviroba, whose fruits are edible. Its leaves and bark are used in folk medicine as anti-
inflammatory, antidiarrheal, antiseptic of the urinary tract and treatment of flu. As part of a
bioprospecting program aimed at the discovery of bioactive natural products, this study aims at
prospecting with phyto-derived antioxidant and antiproliferative activity accumulated in the ethanol
extract from leaves of C. adamantium. To this end, it has adapted methods for in vitro evaluation of
antioxidant activity (DPPH radical reduction and ORACk assays) and antiproliferative activity against
human tumor cell lines and proceeded to the phytochemical study, seeking to identify the major
constituents active. Initially, we obtained the profile of the active extracts (HPLC-DAD and ESI-MS),
identifying some known substances directly into the crude extract and fractions (dereplication). The
active extracts were subjected to fractionation guided by the antioxidant and antiproliferative activities
and the compound isolated and purified held structural elucidation using spectroscopic analysis (NMR
(1D and 2D) and mass spectrometry). Still, we sought to assess whether the purified substance induces
cell death by apoptosis front of the cell line of prostate cancer (PC-3) with analysis of mRNA
expression by semiquantitative PCR of the genes BAX and BCL-2 and DNA fragmentation by flow
cytometry. The results suggest that: (1) the crude ethanol extract of leaves of C. adamantium and its
fractions in butanol and ethyl acetate showed antiproliferative activity against human tumor lines; (2)
the crude ethanol extract of leaves of C. adamantium and its fractions butanol and ethyl acetate showed
antioxidant activity proved both by DPPH method (based on mechanisms of electron transfer), and by
the ORACE assay (kinetic method based on mechanisms of hydrogen transfer). The antioxidant
activity of these samples may be related to the high content of total soluble phenolic substances
estimated by the Folin Ciocalteu colorimetric assay; (3) analysis employing HPLC-DAD, ESI-MS and
MS-MS of extracts and fractions with antioxidant activity suggested the presence of flavonoids

isoquercitrin (Cal), quercitrin (Ca2), myricetin (Ca3), quercetin (Ca4) chalcones and 2 ', 4'-dihydroxy-
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6'-metoxichalcona (Ca¥), 2', 4'-dihydroxy-5'-methyl-6 -metoxichalcona (Ca6) and 2', 4'-dihydroxy-3 ',
5'-dimethyl-6'-metoxichalcona (Ca7); (4) the phytochemical study of ethyl acetate fraction led to the
isolation and identification of the chalcone Ca5 which showed promising antiproliferative activity
against some human tumor cell lines studied; (5) analysis of gene expression of BAX and BCL-2
showed no changes, but DNA fragmentation can be observed apoptosis in cells that were treated with
chalcone Ca5. Thus, we proceeded the study of C. adamantium to search of natural products with
antioxidant and antiproliferative activities, to contribute to the chemoprevention of diseases related to
oxidative stress (degenerative diseases, cancer, cardiovascular, inflammatory) and to obtain new

sources of pharmaceutical products.
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1. INTRODUCAO

As substancias organicas obtidas de fontes naturais sdo utilizadas no tratamento de intimeras
enfermidades hd muitos anos. Existem relatos, por exemplo, do uso de plantas com finalidades
terapéuticas desde 3.000 a.C., na obra Pen Ts’ao do chinés Shen Nung (Tyler, 1996; Ko, 1999). Nos
dias atuais, muitos medicamentos usados na terapia de inimeras doencgas sdo derivados direta ou
indiretamente de vegetais, micro-organismos, organismos marinhos, vertebrados e invertebrados
terrestres (Newman et al., 2000; Chin et al., 2006). Estudos demonstram que medicamentos derivados
de produtos naturais sdo capazes de tratar 87% das enfermidades humanas, com atividades tais como
antibacteriana, anticoagulante, imunossupressora e anticancerigena (Newman et al., 2003).

Entre os anos de 1981 e 2002, 28% dos medicamentos disponibilizados no mercado possuiam
principios ativos isolados de produtos naturais ou produtos de semi-sintese e 24% eram farmacos
sintéticos com grupos farmacoféricos baseados em estruturas de produtos naturais (Newman et al.,
2000; Newman et al., 2003). Na classe dos medicamentos anticancerigenos, um ter¢o do mercado em
2002 foi representado por apenas dois grupos de quimioterdpicos derivados de produtos naturais, os

taxanos e os derivados da camptotecina (Thayer et al., 2003; Oberlis & Kroll, 2004; Chin et al., 2006).

1.1. Metabolismo secundario vegetal

Metabolismo € o conjunto de reacdes quimicas que continuamente estdo ocorrendo no
organismo. Essas reagdes visam, primariamente, ao aproveitamento de nutrientes para satisfazer as
exigéncias fundamentais das células (Simdes & Guerra, 2004). Nas células vegetais, o metabolismo
costuma ser dividido em primdrio e secunddrio, em que o metabolismo primdrio é o conjunto de
processos metabdlicos que desempenham uma funcdo essencial no vegetal, tais como a fotossintese e a
respiracdo. Os compostos envolvidos no metabolismo primdrio possuem uma distribui¢ao universal nas
plantas. Esse € o caso dos aminodcidos, dos nucleotideos, dos lipidios, carboidratos e da clorofila (Taiz

& Zeiger, 2004).
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Por outro lado, os vegetais e os micro-organismos possuem um arsenal metabdlico (enzimas,
coenzimas e organelas) que é capaz de produzir, transformar e acumular inimeras outras substancias
que ndo sdo diretamente responsdveis pela manutencdo da vida do organismo. Assim, sdo encontradas
substancias cuja produgdo e o acimulo estdo restritos a um nimero limitado de organismos especiais.
As reacdes bioquimicas e as rotas metabdlicas s@o especificas, caracterizando-se como elementos de
diferenciacdo e especializacdo (Wink, 1990). Essa parte do metabolismo costuma ser definida como
metabolismo secunddrio, cujos produtos garantem vantagens para a sobrevivéncia e perpetuacdo da
espécie em seu ecossistema (Simdes & Guerra, 2004). Exemplos de vantagens conferidas por estes
metabolitos sdo: a acdo contra a herbivoria, o ataque de patégenos e competicdo entre plantas e a
atracdo de organismos benéficos, tais como polinizadores, dispersores de semente e de micro-
organismos simbiontes. Ainda, muitos metabdlitos secunddrios possuem agdo protetora em relagdo a
estresses abidticos, como aqueles associados com mudancas de temperatura, conteido de dgua, niveis
de luz, exposi¢cao a luz ultravioleta (UV) e deficiéncia de nutrientes minerais (Taiz & Zeiger, 2004).
Assim, como os metabdlitos secunddrios exercem papel importante na interacdo entre a planta e o
ambiente, sua biossintese pode ser alterada pelo ritmo circadiano, desenvolvimento da planta,
temperatura, disponibilidade hidrica, UV, macro e micronutrientes, altitude, poluicdo atmosférica,
estimulos mecanicos ou ataque de patégenos. Em plantas medicinais, outros fatores como condi¢des de
coleta, estabilizacdo e estocagem também podem influenciar o teor destas substancias ativas (Gobbo-
Neto & Lopes, 2007).

Nas plantas, hé trés grandes grupos de metabdlitos secunddrios: terpenos, compostos fendlicos e
alcaldides. Os terpenos sao derivados do isopreno, produzidos a partir do 4cido mevalénico ou do
piruvato e 3-fosfoglicerato. Os compostos fendlicos sdo derivados do acido chiquimico ou do 4cido
mevalOnico. Ja os alcaldides sdo derivados de aminodacidos, tais como os aminoacidos aromaticos
(triptofano, tirosina), derivados do 4cido chiquimico, ou podem ter sua biossintese mediada por

aminodcidos alifaticos (Taiz & Zeiger, 2004).
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Algumas substancias fendlicas, tais como os flavondides, sdo formados pela combinacdo de
uma unidade de dcido chiquimico e uma ou mais unidades de acetato ou derivados deste (biossintese
mista). Possuem pelo menos um anel aromdtico, no qual um ou mais dtomos de hidrogénio €
substituido por um grupamento hidroxila Sdo responsdveis pela protecdo das plantas contra o UV,
insetos, fungos, virus e bactérias. A protecdo contra a fotodestruicdo proporcionada por esses
compostos € devida as suas propriedades de absorver e dissipar a energia solar. (Taiz & Zeiger, 2004;
Gobbo-Neto & Lopes, 2007; Simdes & Guerra, 2004).

Flavondides sdo uma importante classe de compostos fendlicos formados a partir de um
esqueleto basico com 15 carbonos (Cjs) e combinacgdes de varios grupos substituintes, como hidroxilas
e metoxilas, podendo ocorrer na forma aglicona ou de heterosideos (Hodek et al., 2002). As chalconas
sdo o primeiro grupo formado na rota biossintética dos flavonodides, servindo como substrato para a
sintese de flavonas, flavononas, flavondis, antocianinas e isoflavonas (Simoes et al., 2004).

Os flavondides apresentam atividades bioldgicas como atividade ansiolitica, antiinflamatéria,
antiviral, antibacteriana, antifingica, antiprotozodria, antioxidante e antitumoral (Manthey &
Grohmann, 2001; Fournet & Muiioz, 2002; Marder & Paladini, 2002; Cardenas et al., 2006). Uma
atividade bastante estudada de algumas classes de flavondides é o seu efeito potencial na

quimioprevencdo do cancer (Canivenc-Lavier et al., 1996; Shih et al., 2000).

1.2. Plantas medicinais e pesquisa de novos farmacos

As plantas tém sido utilizadas pela humanidade devido seus efeitos terapéuticos desde tempos
remotos, sendo usadas popularmente contra doencas infecciosas a parasitdrias, problemas cronico-
degenerativos e para o emagrecimento, regulacio da menstruagdo, procedimento abortivo, além de

serem empregadas também como antidoto ao veneno de cobra (Garcia, 1995).
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Plantas, fungos, insetos, organismos marinhos e bactérias sdo fontes importantes de substancias
biologicamente ativas, sendo que a maioria dos fairmacos em uso clinico ou sdo de origem natural ou
foram desenvolvidos por sintese quimica planejada a partir de produtos naturais (Baker et al., 2007).

Com a descoberta de substancias oriundas de micro-organismos que eram capazes de promover
a cura de infec¢des graves no século XX, os produtos vegetais perderam destaque na drea terapéutica.
Nesta época, houve uma revolugdo na terapéutica que induziu o desenvolvimento de pesquisas, na
inddstria quimica-farmacéutica, com o objetivo de sintetizar novas substincias ativas com baixa
toxicidade (Tavares, 1996). A obtencdo de novos fiarmacos, a partir de substdncias totalmente
sintéticas, ndo foi mantida por muito tempo devido aos altos custos das pesquisas e inviabilidade de
sintese quimica de algumas moléculas com inimeros centros estereogénicos e estruturas complexas.
Associado a este fato, estudos demonstraram que medicamentos originados de plantas medicinais
poderiam ser desenvolvidos em menor tempo, com custos inferiores aos obtidos sinteticamente e
podendo minimizar a ocorréncia de efeitos adversos (Ferreira, 2001).

Assim, nos dias atuais, com diversas estratégias e métodos disponiveis para que se possa
sintetizar e descobrir novos farmacos, a quimica de produtos naturais aparece como uma alternativa
promissora. Nas tultimas décadas, as pesquisas com plantas geraram diversos produtos quimicos com
atividades farmacoldgicas importantes tais como os antineopldsicos: vincristina e vimblastina, ambas
isoladas da vinca (Catharanthus roseus); os derivados da podofilotoxina, oriundos de rizomas de
Podophyllum peltatum e P. hexandrum; os derivados da camptotecina, obtidos da Campotheca
acuminata; o taxol e o docetaxol extraidos de Taxus brevifolia e T. baccata, dentre outros (Cordell et
al. 1991; Santos & Elizabestky, 1999; Simdes & Guerra, 2004).

O Brasil, por deter uma enorme diversidade biolégica e uma rica flora, desperta o interesse de
comunidades cientificas internacionais para o estudo, conservacao e utiliza¢io racional destes recursos
(Garcia, 1995). O bioma Cerrado contém mais de 6.000 plantas vasculares (Mendonga et al., 1998),

muitas com valor alimenticio e medicinal (Almeida er al. 1998). Estima-se que menos de 1% das
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plantas tropicais tiveram seus usos potenciais corretamente investigados (Garcia, 1995). Assim, a
preservacdo do Cerrado € fundamental, tanto pelo valor intrinseco dessa imensa riqueza bioldgica,

como pelo seu enorme potencial como fonte de novos farmacos (Barreiro & Fraga, 1999).

1.3. Familia Myrtaceae e o género Campomanesia

A familia Myrtaceae compreende cerca de 100 géneros e 3.500 espécies de arvores e arbustos
que se distribuem por todos os continentes, a excecdo da Antdrtica, mas com nitida predominancia nas
regides tropicais e subtropicais do mundo (Barroso, 1991; Marchiori & Sobral, 1997). Todas as
espécies de Myrtaceae brasileiras estdo incluidas na Tribo Myrteae sensu (Wilson et al., 2005), com
ocorréncia de aproximadamente 1.000 espécies (Landrum & Kawasaki, 1997). No Brasil destacam-se
os géneros Eugenia, Myrcia e Calyptranthes, com mais de uma centena de espécies, enquanto o
restante dos géneros possui menos de 60 espécies (Barroso & Perén 1994, Landrum & Kawasaki,
1997).

Em estudos com espécies da familia Myrtaceae foram encontradas substancias com atividade
antiinflamatdria relevante, efeito relacionado a presenga de sesquiterpenos (Menezes-de-Lima Jr. et al.,
1997). Muitas espécies sao empregadas em distirbios gastrointestinais, estados hemorrigicos e
doencas infecciosas. As partes mais usadas sdo as folhas e cascas, além dos frutos, comumente
consumidos na alimentacdo (Cruz et al., 2004).

Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg é uma espécie frutifera nativa do Brasil, com
ocorréncia abundante em campos de Cerrado no Centro-Oeste, Sudeste e Sul do pais e, em alguns
casos, chegando a ultrapassar e alcancgar as terras do Uruguai, Argentina e Paraguai (Lorenzi, 1992).
Floresce entre os meses de setembro a novembro, com flores brancas, solitarias, axilares ou terminais.
A planta desenvolve-se de forma arbustiva, atingindo até dois metros de altura, sendo muito

ramificada e com ramos delgados. Suas folhas sdo simples, opostas, ovais ou elipticas, membrandceas
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ou carticeas, com base aguda a obtusa, apresentando dpice agudo com cerca de 4 cm de comprimento e
2 cm de largura (Durigan et al., 2004).

Os estudos fitoquimicos sobre o género Campomanesia sdo recentes. A investigacdo quimica
das sementes de C. lineatifolia levou ao isolamento e identificagdo de [-tricetona (Bonilla et al.,
2005). Os 6leos essenciais das folhas de C. guazumifolia, C. rhombea e C. xanthocarpa constituem a
principal fonte de estudos destes compostos (Limberger er al., 2001). Em andlises das folhas de
algumas espécies de Campomanesia, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), foram
identificados flavondides como a miricetina-3-O-rhamnoglucosideo e miricetrina em C. guazumifolia,
mirecetrina em C. pubescens. J4 em C. xanthocarpa foram identificados os flavondides miricetrina e
rutina (Schmeda-Hirschmann, 1995).

Em estudos iniciais, os extratos de frutos de C. adamantium coletados no Centro-Oeste do
Brasil (Mato Grosso do Sul) foram avaliados frente ao micro-organismo Mycobacterium tuberculosis e
o extrato acetato de etila e fracOes apresentaram promissora atividade antibacteriana (Pavan et. al.,
2009). Coutinho et al. (2008), analisaram a a¢do antioxidante dos extratos das folhas de C. adamantium
pelo método do DPPH e os extratos apresentaram atividade antioxidante. Os autores também
conseguiram isolar cinco flavanonas (7-hidroxi-5-metoxi flavanona; 7-hidroxi-5-metoxi-6-metil
flavanona; 5,7-diidroxi-6-metil flavanona; 5,7-diidroxi-8-metil flavanona e 5,7-diidroxi-6,8-dimetil
flavanona) e quatro chalconas (2’,4’-diidroxi-6’-metoxi-chalcona; 2’,4’-diidroxi-6’-metoxi-5’-metil
chalcona; 2’,4’-diidroxi,6’-metoxi-3’-metil chalcona e 2’,4’-diidroxi-6’-metoxi-3’,5’-dimetil chalcona)
do extrato alcodlico das folhas desta espécie, porém estas substidncias ndo apresentaram atividade
antioxidante pelo método DPPH, incentivando a realizacdo de novos estudos que empreguem outros
ensaios antioxidantes (métodos diretos e indiretos), visando identificar os constituintes majoritarios dos
extratos ativos que estejam relacionados com a atividade antioxidante de C. adamantium coletada em
Curitiba- PR, ja que alteragdes no clima e solo podem alterar a biossintese dos metabdlitos secundarios

(Gobbo-Neto & Lopes, 2007). A atividade antiproliferativa in vitro do extrato de C. adamantium € uma
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abordagem inédita. Assim, estes fatos incentivaram o estudo proposto para a busca de antioxidantes e

agentes antiproliferativos nesta espécie vegetal.

1.4. Atividade antioxidante

Os radicais livres sdo espécies altamente reativas, sendo normalmente produzidas pelos
organismos ao longo dos processos oxidativos, como a respiracdo (Marroni, 2002). Quando em
excesso, espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como radical hidroxila (*OH), anion radical
superéxido (O,¢") e hidroperoxila (ROO¢), podem causar danos ao DNA ou oxidar lipidios e proteinas.
Os radicais livres reagem com as cadeias de dcidos graxos poliinsaturados dos fosfolipidios e do
colesterol, subtraindo um hidrogénio do grupo metileno bis-alilico, iniciando assim o processo de
peroxidacgdo lipidica nas membranas celulares. Os radicais de carbono formados podem reagir com
oxigénio, originando radicais peroxila, que por sua vez podem atacar novas cadeias de dcidos graxos
poliinsaturados, propagando a reagcdo. O resultado deste processo € a oxidacao de muitas moléculas de
dcidos graxos (Haslam, 1996; Valko et al., 2004). Os hidroperdxidos formados na peroxidacgao lipidica
tém vida curta e, quando reagem com metais, formam aldeidos (isto €, malonaldeido, acroleina,
crotonaldeido) e epdxidos, os quais sdo reativos e causam novos danos ao DNA (Valko et al., 2004).

Portanto, quando a producdo de radicais livres supera a capacidade de inativagdo, estes podem
reagir com proteinas, lipidios e DNA, levando ao dano estrutural e/ou funcional nas enzimas, células e
material genético (Barreiros et al., 2006). Quando hé limitacdo na disponibilidade de antioxidantes,
podem ocorrer lesdes oxidativas de cardter acumulativo, levando a patologias, como o cancer, doengas
vasculares, doenca de Alzheimer e de Parkinson, e doengas inflamatérias e imunoldgicas, como artrite,
alergia, asma. Outras doengas relacionadas com o processo de envelhecimento também apresentam, em
ao menos parte de sua etiologia, os efeitos danosos da producao de radicais livres (Wu et al., 2004).

Entretanto, nos sistemas vivos existe uma variedade de defesas antioxidantes enzimaticas € nio-

enzimadticas que controlam a formacdo excessiva das EROs. Dentre as defesas enzimaticas, encontram-
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se as enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), enquanto que compostos como a
glutationa reduzida (GSH) e o ascorbato (ASC) fazem parte do sistema de defesa ndo enzimdtico
celular (Meagher & Fitzgerald, 2000; Peng et al., 2000; Alscher et al., 2002). A defesa antioxidante
também pode ser proveniente da dieta alimentar, como os tocoferdis (vitamina E), acido ascorbico
(vitamina C), polifendis, selénio e carotendides (Haslam, 1996; Valko et al., 2004).

De forma geral, denominam-se antioxidantes substincias que presentes em concentracdoes
baixas, comparadas ao substrato oxidavel, sdo capazes de estabilizar ou desativar os radicais livres,
inibindo a oxidag@o do substrato. Os radicais formados a partir de antioxidantes ndo sio reativos para
propagar a reacdo em cadeia, sendo neutralizados por reacdo com outro radical e formando produtos
estdveis ou podem ser reciclados por outro antioxidante (Atoui et al., 2005, Valko et al., 2004).

Na conservacdo dos alimentos, a oxidacdo lipidica € um dos maiores problemas encontrados.
Para evita-los, utiliza-se seqiiestradores de radicais livres, nos quais se destacam butil-hidroxi-anisol
(BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-hidroxi-quinona (TBHQ), tri-hidroxi-butil-fenona
(THBP) e galato de propila (GP). Porém estudos demonstram que antioxidantes sintéticos ndo sio
totalmente indcuos a saide. Em func¢do dos possiveis problemas provocados pelo consumo de
antioxidantes sintéticos, as pesquisas t€ém-se voltado no sentido de encontrar produtos naturais com
atividade antioxidante, os quais permitirdo substituir os sintéticos ou fazer associac¢ao entre eles (Sousa
et al., 2007).

Portanto, pode-se afirmar que os antioxidantes isolados de plantas apresentam importancia nao
s6 farmacoldgica como também para a industria alimenticia, na conservagao dos alimentos (Skerget et

al., 2005).

1.5. Cancer
O termo cdncer € utilizado genericamente para representar um conjunto de mais de 100

doencas, incluindo tumores malignos de diferentes localizagdes (INCA, 2011). O tumor surge de uma
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Unica célula mutada, que se multiplicou por mitoses consecutivas. Suas descendentes podem acumular
outras mutacdes até originarem uma célula cancerosa, fazendo com que a incidéncia de tumores se
caracterize pela proliferacdo celular anormal. Suas causas sdo variadas, podendo ser externas
(radiagdes, virus e xenobidticos) e internas (predisposicdo genética, desequilibrio hormonal e
deficiéncias do sistema imunolégico) (Lopes et al., 2002).

Importante causa de doenca e morte no Brasil, desde 2003, as neoplasias malignas constituem-
se na segunda causa de morte na populacdo, representando quase 17% dos 6bitos de causa conhecida,
notificados em 2007 no Sistema de Informacdes sobre Mortalidade (INCA, 2011). O tratamento do
cancer pode ser realizado por excisdo cirdrgica, irradiacdo e quimioterapia, dependendo do tipo de
tumor e do estidgio de desenvolvimento da doenca. A quimioterapia pode ser utilizada como terapia
propriamente dita ou como adjuvante de outros tipos de tratamento (Rang et al., 2001).

Segundo estimativas realizadas bianualmente, em 2010 foram esperados 236.240 novos casos
para o sexo masculino e 253.030 para o sexo feminino. Estimou-se que o cancer de pele do tipo ndo
melanoma (114 mil casos novos) foi o mais incidente na populacdo brasileira, seguido pelos tumores
de prostata (52 mil), mama feminina (49 mil), c6lon e reto (28 mil), pulmao (28 mil), estdmago (21
mil) e colo do ttero (18 mil). Os tumores mais incidentes para o sexo masculino foram devidos ao
cancer de pele ndo melanoma (53 mil casos novos), préstata (52 mil), pulmao (18 mil), estdmago (14
mil) e c6lon e reto (13 mil). Para o sexo feminino, destacaram-se os tumores de pele ndo melanoma (60
mil casos novos), mama (49 mil), colo do ttero (18 mil), célon e reto (15 mil) e pulmao (10 mil)
(INCA, 2011).

As principais classes dos fadrmacos usados na quimioterapia do cancer atualmente incluem os
antimetabdlitos, que inibem principalmente a sintese de purinas (mercaptopurina, tioguanina, entre
outros); agentes que inibem a formacao de desoxirribonucleotideos (hidroxiuréia, fluoruracila); agentes

que modificam o DNA por alquilacdo (cisplatina); agentes que interagem com a topoisomerase II
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(bleomicina, daunorrubicina, doxorrubicina, etoposideo); e agentes inibidores da sintese do RNA ou de
proteinas (actinomicina D, vincristina e vimblastina) (Rang et al., 2001).

Entretanto, para todos os grupos de agentes antitumorais apresentados existe uma alta
incidéncia de efeitos adversos associados a elevada toxicidade. Ainda, a eficdcia da sua terapia contra o
cancer pode ser comprometida pela resisténcia aos farmacos disponiveis (MDR = multidrug resistence
ou resisténcia a multifirmacos). A ocorréncia da MDR € muito acentuada, o que obriga o clinico a
optar por terapias de associacdo de dois ou mais farmacos (Jendiroba et al., 2002). A MDR classica
caracteriza-se por alteracdes no gene MDRI1 que codifica a glicoproteina P, canal responsavel pela
entrada e saida do farmaco na célula tumoral (Aggarwal et al., 2006). Outros mecanismos importantes
de MDR incluem alteracdes na expressdo e/ou sintese de enzimas-alvo (Beck, 1990), ativacdo ou
degradacao alterada do farmaco (Morrow & Cowan, 1990), reparo aumentado do DNA (Hammond et
al., 1989) e faléncia dos processos de apoptose (Hannun, 1977; Liu et al., 2001). Deve-se destacar que
alguns desses mecanismos de resisténcia a farmacos podem coexistir, promovendo um alvo tumoral

refratdrio ao tratamento por farmacos (Teodori et al., 2002).

1.6. Morte celular: apoptose e necrose

A necrose e apoptose sdo responsdveis por remover as células danificadas ou indesejadas.
Danos reversiveis ou irreversiveis levam a apoptose ou necrose, dependendo do tempo e da intensidade
do estresse submetido a célula (Cotran et al., 2000). Agentes mais brandos ou mais diluidos,
geralmente levam a apoptose, enquanto lesdes intensas ou agentes mais concentrados desencadeiam a
necrose (Green & Reed, 1998; Kroemer ef al., 1998; Lemasters et al., 1998; Pedersen et al., 1999).

A necrose acontece em situacdes de estresse violento, geralmente em situagdes patoldgicas,
fendmeno este impossivel de ser controlado genética ou farmacologicamente. E caracterizada pela
presenca de vacuolos no citoplasma, pela perda da integridade das membranas plasméticas e das

organelas, pelo aumento do volume celular e por indu¢do de inflamac¢do ao redor da célula, em

27



conseqiiéncia da liberacdo do conteudo celular e de moléculas inflamatérias. As células que morrem
por necrose freqiientemente exibem mudancas na morfologia nuclear, mas ndo na organizacdo da
cromatina e na fragmentacdo do DNA (Edinger & Thompson, 2004; Okada & Mak, 2004). Ocorre
autodestruicdo celular por ativagdo de hidrolases quando ha falta de nutrientes, oxigénio e,
conseqiientemente, desorganizacdo progressiva e desintegracdo progressiva e completa da regido
acometida (Brasileiro Filho, 1998).

No processo apoptético € observada a reducdo dramdtica do volume celular, acompanhada de
dilatac@o do reticulo endoplasmatico e convolucdes da membrana plasmética. A membrana plasmética
ndo se rompe, prevenindo a liberacdo de componentes celulares para o meio extracelular (Kerr et al.,
1994). A cromatina sofre condensacdo e se concentra junto a membrana nuclear, que se mantém
intacta. A seguir, a membrana celular forma prolongamentos e o nicleo se desintegra em fragmentos
envoltos pela membrana nuclear. Os prolongamentos da membrana celular aumentam de ndmero e
tamanho e rompem, originando estruturas contendo o conteddo celular. Estas por¢des celulares
envoltas pela membrana celular sd3o denominadas corpos apoptéticos (Ziegler & Groscurth, 2004). A
membrana celular, em sua por¢do externa, passa a expor o fosfolipideo fosfatidilserina, mantido
normalmente em seu folheto interno (Desagher & Martinou, 2000), que serve como sinal para
fagocitose da célula apoptética por macréfagos e células adjacentes. Desse modo a reacdo inflamatoéria
¢ minimizada ou ausente, evitando o comprometimento de estruturas sadias dos tecidos (Fraser &
Evan, 1996; Green & Kroemer, 1998; Israels & Israels, 1999). Outra caracteristica muito marcante da
morte por apoptose € a fragmentacdo internucleossémica do DNA, a qual possui um padrao
caracteristico. Uma endonuclease é ativada e produz fragmentos de DNA de tamanhos varidveis
(Saraste & Pulkki, 2000).

Genes protetores ou promotores de apoptose foram estudados. A familia das proteinas BCL-2
(“B-cell lymphoma protein 2°) controla a via mitocondrial da apoptose. Algumas proteinas, membros

desta familia, constituem um grupo que exerce fungdes opostas. Algumas atuam como proteinas anti-
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apoptoéticas e protegem a célula da morte (BCL-2, BCL-xL, BCL-w, MCL-1 etc), outras proteinas pro-
apoptéticas levam a célula a apoptose (BAX, BAK, BAD, BID, etc). Essas proteinas participam dos
sinais de sobrevida ou morte celular, em funcdo da supressdo ou promog¢do de alteracdes na
permeabilidade da membrana mitocondrial, controlando, assim, a liberacao do citocromo c e proteinas
ativadoras da apoptose para o citosol (Ghobrial et al., 2005).

Os estimulos a apoptose ativam a via de acdo das caspases (“cystenil aspartate specific
proteases”), grupo de enzimas proteoliticas sintetizadas na forma de pro-enzimas inativas (Murphy et
al., 2003). Existem duas vias principais que levam a ativacdo das caspases: a via extrinseca, ou via
citoplasmatica, e a via intrinseca, ou mitocondrial.

A via extrinseca € desencadeada por um dos membros da superfamilia de receptores de necrose
tumoral (TNF), que quando estimulados, associam-se, através de proteinas adaptadoras como a FADD,
a caspase-8 e/ou a caspase-10, ativando-as e acionando as caspases executoras ou gerando sinais para a
via intrinseca (Kiechle & Zhang, 2002; Amarante-Mendes, 2003; Riedl & Shi, 2004).

A via intrinseca ou mitocondrial € iniciada por sinais de estresse provenientes do interior da
célula, detectados pelas mitocondrias, responsaveis por decidir se a célula entrard em processo de
morte ou ndo. Caso isso ocorra, as mitocondrias sofrem um desacoplamento mitocondrial e liberam,
para o citosol, o citocromo c, as proteinas SMAC/Diablo (segunda ativadora das caspases derivada da
mitocondria) e o AIF (fator indutor de apoptose). O citocromo c liberado liga-se a APAF-1 (fator
ativador de proteases — 1). Esse complexo, na presenga de ATP, ativa a caspase-9, que ativard a
caspase-3. Por outro lado, a SMAC inativa as IAPs (proteinas inibidoras de apoptose), ativa a caspase-
3 e culmina em apoptose. Ambas as vias convergem a via final comum envolvendo a ativagdo da
cascata de proteases chamadas caspases que clivam as moléculas reguladoras e estruturais, culminando
na morte celular. As vias sao ligadas; portanto a distin¢do entre elas € simplista (Scaffidi e al, 1998).

Proteinas como a p-53, chamadas de “guardids do genoma”, sdo acionadas com o objetivo de

reparar os danos no DNA. Quando o dano excede os mecanismos de reparo, essa proteina induz a
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célula a apoptose (Brown & Attardi, 2005). Mutacdes da p53 foram encontradas em pelo menos 50%
dos carcinomas humanos e também sdo associadas com a resisténcia a quimioterapia (Donehower et

al., 1992).
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3. OBJETIVOS

Como parte de um programa de prospec¢do de produtos naturais bioativos, este estudo teve por
objetivo a prospec¢do de metabdlitos secunddrios com atividade antioxidante e antiproliferativa

acumulados no extrato etanodlico das folhas de C. adamantium.

Os objetivos especificos foram:
e Realizar o estudo fitoquimico do extrato etandlico das folhas de C. adamantium;
e Avaliar a atividade antioxidante in vitro do extrato bruto, fragdes e substancia isolada;

e Avaliar a atividade antiproliferativa in vitro do extrato bruto, fragdes e substancia isolada frente a

linhagens tumorais;

e Avaliar se o efeito de morte celular da substincia purificada ativa frente a linhagem tumoral PC-3
ocorre por apoptose, pelas andlises da expressao do RNAm dos genes BAX e BCI-2 e fragmentacdo

do DNA por citometria de fluxo.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Coleta e identificacao do material vegetal
O material vegetal da espécie Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg foi coletado em
seu hdbitat natural em Curitiba (PR) pela Prof*. Dr®. Maria Elida Alves Stefanello (Instituto de
Quimica/Universidade Federal do Parand - UFPR). A identificacdo botanica foi realizada pelo Prof. Dr.
Armando Carlos Cervi, da UFPR e uma exsicata do vegetal encontra-se depositada no Herbério da

UFPR (UPCB 60503).

3.2. Preparacao do extrato bruto

O material vegetal (folhas) foi estabilizado e seco em estufa com ar circulante a temperatura de
40°C e posteriormente pulverizado. O p6 foi submetido ao processo de maceracdo com etanol em uma
proporcdo pd/solvente de 1:5 (m/v). O solvente das solucdes obtidas foi removido sob pressdo

reduzida, obtendo-se o extrato etandlico bruto das folhas.

3.3. Fracionamento do extrato bruto
O extrato etandlico foi dissolvido em etanol-dgua na propor¢do 1:1 (v/v) e submetido a extracao
liquido-liquido com hexano, acetato de etila e butanol, como descrito por Salvador et al., (2006)

(Figura 1).
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‘ Extrato bruto

Partigéio com hexano (3x) Solugéio metanol:agua (9:1)
l Adigédo de 40% de agua
‘ Fraciio hexéno | ‘ Solugfio hidroalcdolica remanescente
Particio com acetato de etila (3x)
| Solucio hidroalcéolica remanescente Fracfio acetato de etila
Partigéio com hutanol (3:4v
Fracdo butandlica Soluc¢do hidroalcoolica remanescente

Figura 1. Esquema do fracionamento do extrato etandlico bruto das folhas de Campomanesia
adamantium pela técnica da parti¢io liquido-liquido, utilizando os solventes hexano, acetato de etila e
butanol, separando classes de compostos conforme o incremento de polaridade.

3.4. Separacio e analise de antioxidantes em cromatografia em camada delgada (TLC)

A amostra foi aplicada em placa de cromatografia em camada delgada (TLC) e eluida com
butanol: &4cido acético: dgua (BAW), sendo preparadas duas placas. Finalizada a corrida do
cromatograma, uma das placas foi pulverizada com uma solu¢do a 500 pg/mL de 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) em etanol e apds aproximadamente 5 minutos a atividade antioxidante foi
verificada pelo aparecimento de mancha amarela sobre fundo violeta, conforme descrito por Cavin et
al. (1998). As manchas com tempo de reten¢do equivalente ao das substidncias com atividade
antioxidante segundo ensaio com DPPH foi raspada da cromatoplaca ndo revelada com o DPPH,
dissolvida em metanol, filtrada, obtendo-se uma amostra denominada “fracdo rica em antioxidantes”
(FRA), que posteriormente foi analisada por espectrometria de massas com ionizacao por electrospray

(ESI-MS).
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3.5. Analise do perfil quimico por HPLC-DAD e ESI-MS

O extrato bruto etandlico das folhas de C. adamantium e as fracdes obtidas foram diluidos em
uma solu¢do contendo 50% (v/v) de metanol grau cromatogréfico e 50% (v/v) de uma solucao de dgua
deionizada e 0,5% de hidréxido de amoénio (Merck, Darmstadt, Alemanha). As analises ESI-MS foram
realizadas por injecdo direta no Espectrometro de Massas Quadrupolar — Micromass da Waters, por
eletrospray em modo negativo e as condi¢des gerais foram: temperatura da fonte de 100°C, a tensdo
capilar de 3,0 kV e a tens@o do cone de 30 V. Foi realizada por infusdo direta com uma vazdo de 10
pL/min. A anélise estrutural de ions no espectro de massa de extrato e fracdes foram realizadas pela
avaliacdo dos fragmentos gerados apds a colisio com um gdas inerte (ESI-MS/MS). Os ions com
relacdo massa/carga (m/z) de interesse foram selecionados e submetidos a colisdes com argbnio. A
pressdo do gds de colisdo foi otimizado para a producdo de fragmentacdo extensa do fon sob
investigacdo. Os constituintes foram identificados por comparacido de seus espectros de fragmentagdo
ESI-MS/MS com espectro de amostras-padrdo auténticas do banco de substancias padrdo do grupo de
pesquisa do Laboratorio de Farmacognosia, Tecnologia Fitofarmac€utica e Bioensaios do IB-Unicamp
(substancias Cal, Ca5, Ca6 e Ca7) e com dados da literatura (Tiberti et al., 2007).

As andlises por HPLC foram realizadas utilizando um cromatégrafo liquido Shimadzu SPD-
proeminéncia (Shimadzu Corp, Nakagyoku, Kyoto, Japao) com detector de arranjo de diodos. As
separacdes foram feitas em uma coluna LiChrospher RP-18e (250 mm de comprimento x 4 mm ID x
Sum, Merck (Darmstadt, Alemanha). A fase mével foi constituida de um gradiente linear combinando
solvente A (acetonitrila) e solvente B (dgua / 4cido acético, 99:1, v/v, pH 2,88) com 15% de A (15
minutos), 15-40% de A (5 minutos), 40-60% de A (5 minutos), 60-100% de A (5 minutos), 100-15%
de A (5 minutos), 15% de A (5 minutos). As anélises foram realizadas em triplicata, com um fluxo de

0,8 mL/min e um volume de injecao de 20 pL. O detector de arranjo de diodo (DAD) foi configurado
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para leitura da absorbancia entre 200 e 600 nm. Os cromatogramas foram monitorados a 254 e 330
nm. As amostras analisadas foram o extrato bruto, as fracdes acetato de etila e butandlica e amostra
padrdo de isoquercitrina a 1 mg/mL. O perfil quimico foi comparado entre os extratos e a substancia
padrdo, considerando-se o tempo de retencao e perfil do espectro UV, bem como procedendo-se andlise

dos extratos dopados e co-injetados com a amostra-padrao.

3.6. Isolamento do constituinte quimico

A fracdo acetato de etila da particdo do extrato etandlico bruto foi submetida a uma coluna a
vacuo (silica-gel, 5 partes para 1 de material) e eluida com a seguinte fase mével com incremento da
polaridade do sistema solvente: hexano-acetato de etila 1:1, 1:2, 1:5; acetato de etila-diclorometano
5:1; acetato-metanol 8:2, 2:1, 1:5 e, finalmente, metanol puro. Foram recolhidas 47 fragdes de 15 mL
cada. O maior rendimento foi obtido nas fracdes 6 a 9, eluidas com hexano-acetato 1:1. Essas fracdes
foram submetidas a uma nova coluna de silica e eluidas com diclorometano puro e diclorometano-
metanol nas proporcdes 99,5:0,5, 99:1 e 98:2. As subfragdes 12 a 20 foram purificadas por

cromatografia em camada delgada preparativa (TLC) e eluidas com hexano-acetona 3:2, duas elui¢des.

3.7. Identificacao do constituinte quimico isolado

A substéncia purificada foi identificada pela anélise dos seus dados espectrais (RMN H', RMN
Cch, HMQC e HMBC) e ESI-MS/MS) e comparagdo com informagdes da literatura (Itokawa et al.,
1981).

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio e Carbono, uni e bidimensionais
foram obtidos em equipamento Bruker 250 pertencente a Central analitica do Instituto de Quimica da
Universidade Estadual de Campinas com a amostra dissolvida em solvente deuterado

(cloroférmio/acetona, propor¢ao 1:2, v/v).

35



3.8. Ensaios para avaliacao da atividade antioxidante
No monitoramento e avaliacdo da atividade antioxidante, foram utilizados os ensaios abaixo

relacionados:

3.8.1. Ensaio para avaliacao da reduciao do radical DPPH

O radical DPPH ¢ estdvel, de coloragdo purpura, e quando reduzido, passa a ter coloracdo
amarela. Neste ensaio, avaliou-se a capacidade das amostras-teste e amostra-padrio de reduzir o radical
DPPH. Para tanto, 2,6 mg das amostras (extrato e fracdes acetato de etila e butandlica) foram
dissolvidos em etanol (0,5 mL), obtendo-se uma solucdo estoque. Vdrias diluicdes foram preparadas
(de 1,56 a 50 pg/mL) em etanol. Em uma placa de 96 pocos, adicionou-se amostra (10 uL), 100 uL de
tampao acetato, 100 uL de etanol e 50 uL de solucio de DPPH (10 mg/mL). Decorridos 20 min, a
absorbancia foi medida em espectrofotdmetro a 517 nm e a porcentagem de atividade anti-radical
calculada (Cuendet et al., 1997; Huang et al., 2005). Como controle positivo, utilizou-se o flavondide
quercetina (de 1,56 a 50 pg/mL) e como controle negativo, o diluente. Os valores de absorbancia em
todas as concentragdes testadas foram convertidos em porcentagem de atividade antioxidante (AA),
determinada pela equacao:

P AA={[AbSamosira~ (ADS controle = AbSbranco)1X100}/Abscontrole
Onde Absconrole € a absorbancia inicial da solugdo etandlica de DPPH e Absaymosta € @

absorbancia da mistura reacional mais DPPH adicionado a amostra (Sousa et al., 2007). Assim, a

concentracdo capaz de reduzir o radical em 50% foi calculada, utilizando o programa Origin 8.0.

3.8.2. Ensaio ORACFy,
A capacidade antioxidante dos extratos, fracdes e substancia isolada, foram mensuradas

utilizando-se o Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORACE) com fluoresceina como sonda
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fluorescente e 2,2 ’-Azobis (2-amidiopropane) dihydrochloride (AAPH) como fonte de radical livre. Os
experimentos foram realizados em placas de microdiluicdo com 96 pogos como descrito por Prior et al
(2003) com modificagdes. Para tanto foram preparadas soluc¢des estoques dos extratos e fragdes (50
mg/mL) em tampao fosfato/dimetil-sulfé6xido (DMSO) (99:1) e diluidas 100, 500, 1000, 5000 e 10000
vezes com tampao fosfato. O Trolox (substincia de referéncia (6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid - andlogo da vitamina E) foi utilizado como padrdo e analisado
nas concentracdes de 12,5; 25; 50; 100 e 200 uM. A leitura foi realizada utilizando-se filtro
fluorescente (excitacdo a 485 nm e emissdo a 528nm) em leitor de microplaca (Synergy-2)
monitorando a cinética de reacdo a cada 2 min por um periodo de 70 min (temperatura a 37°C). Os
resultados foram expressos como pumol de Trolox equivalente (TE) por grama de extrato ou fracdo em
base seca (umol de TE/g). Para as substincias isoladas a atividade antioxidante € expressa em termos

de Trolox equivalente relativo (RTE).

3.9. Quantificacdo de compostos fenélicos soliveis totais - Ensaio com reagente de Folin-
Ciocalteu (FCR)

As amostras com atividade antioxidante (extrato e fracOes) foram analisadas quanto ao seu
conteudo de compostos fendlicos totais soliveis utilizando o método colorimétrico Folin-Ciocalteu
(Piccinelli et al., 2004; Wu et al., 2004). O reagente consiste de uma mistura dos dacidos
fosfomolibidico e fosfotunguistico, no qual o molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de
oxidagdo 6'. Porém em presenga de determinados agentes redutores, como os compostos fendlicos,
formam-se os chamados molibdénio azul e tungsténio azul, nos quais a média do estado de oxidagdao
dos metais estd entre 5 e 6 e cuja coloracdo permite a determinacido da concentracdo das substincias
redutoras (Ikawa et al, 2003; Naczk & Shahidi, 2004).

Para tanto, os extratos e fracdes foram solubilizados em etanol, sendo preparadas dilui¢des em

concentragdes de 200 pg/mL. Para a substancia de referéncia (4cido gélico), elaborou-se curva analitica
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na concentracdo de 6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 pg/mL. As absorbancias das amostras e amostra-
padrdao foram medidos em espectrofotometro a 730 nm e os resultados foram expressos como mg de
acido gdlico equivalentes (GAE) por grama de extrato ou fracdo em base seca (mg de GAE/g). Todos

os experimentos foram realizados em triplicata.

3.10. Ensaios em cultura celular
3.10.1. Ensaio de citotoxicidade em cultura de células precursoras de fibroblastos de
camundongos 3T3

As células precursoras de fibroblastos 3T3 foram cultivadas em meio RPMI 1640 com 5% de
soro fetal bovino, com 0,1% de penicilina/estreptomicina em estufa a 37 °C, em atmosfera imida com
5% de CO,. As células foram distribuidas em placas com 96 pocos e cultivadas por 24 horas. As
drogas-testes (extrato bruto e fragdes) foram aplicadas nas concentracdes crescentes de 0,25 a 250
ug/mL. Apds 48 horas, o meio foi retirado e aplicada a solucdo de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide, tetrazol (MTT) (solu¢do estoque de 0,3 mg/mL em meio ndo
suplementado) e voltou-se a placa a estufa por 4 horas. Apds esse periodo o meio de cultura foi retirado
de cada poco e adicionou-se 100uL de dimetilsulféxido (DMSO) para solubilizar os sais de formazan
gerados a partir da reducdo do MTT, procedendo-se a leitura das absorbancias em 570 nm. Como
controle negativo utilizou-se o diluente DMSO/RPMI-1640 (0,1%). Cada droga-teste foi analisada em

triplicata. Foi calculada a porcentagem de células vidveis para cada amostra e concentracio testada.

3.10.2. Ensaio para avaliar atividade antiproliferativa frente a linhagens tumorais humanas
As drogas testes (extrato, fragdes e substancia isolada) foram avaliadas quanto a sua atividade
antiproliferativa em painel de células tumorais humanas, com a inibi¢do de crescimento calculada a

partir da dosagem de proteinas, utilizando o ensaio da sulforrodamina B (SBR B). A SBR B é um
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corante anidnico de coloracdo rosa brilhante, capaz de se ligar as terminacdes basicas de aminodcidos
de células vivas, sendo assim, um ensaio independente do metabolismo celular (Skehan et al., 1990).
Para a realizagdo dos experimentos foram utilizadas as seguintes linhagens celulares: melanoma
(UACC-62); mama (MCF-7); ovdrio resistente a multiplos farmacos (NCI-ADR/RES); rim (786-0);
pulmao, tipo ndo pequenas células (NCI-H460); prostata (PC-3); ovario (OVCAR-3); célon (HT-29);
leucemia (K562).

As células foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640, com 5% de soro fetal bovino a
37°C, em atmosfera imida com 5% de CO,. Foram inoculados 100 puL de células em RPMI 1640/SFB
10%/gentamicina 50 pg/mL, em placas de 96 pocos. Apds 24 horas, as amostras foram adicionadas em
concentracoes crescentes de 0,25 a 250 ug/mL. Apds 48 horas, as células foram fixadas com 50 pL de
acido tricloroacético a 50% e a 4°C, sendo incubadas por 1 hora a mesma temperatura. Em seguida, as
placas foram lavadas com dgua destilada e mantidas em temperatura ambiente até a secagem. A
coloragdo foi entdo realizada pela adi¢do de 50 uLL de SBR B a 0,4%, dissolvido em 4cido acético a
1%, durante um periodo de 30 minutos. As placas foram incubadas a 4°C, lavadas quatro vezes com
dcido acético a 1% e secas novamente em temperatura ambiente. O corante foi solubilizado com
solucdo de Trizma base (10 uM, pH 10,5) e a leitura espectrofotométrica realizada a 540 nm em um
leitor de microplacas. Como controle positivo, utilizou-se o quimioterdpico Doxorrubicina e como
controle negativo, o diluente DMSO/RPMI-1640 (0,1%). Também foram analisados, em cada placa
teste, um branco do meio de cultura (sem células), um branco da suspensdo celular (controle do
in6culo) e o branco das amostras teste. Cada droga-teste foi analisada em triplicata.

Calcularam-se as médias das absorbancias descontadas de seus respectivos brancos e, através
das férmulas a seguir, foi determinada a inibicao de crescimento (IC) de cada amostra testada.

Se T > C, a droga estimulou o crescimento e nao apresentou IC. Se T > Ty e < C, a droga foi
citostatica e a formula utilizada foi 100 x [(T-TO)/ (C-TO)].

Se T< Ty, a droga foi citocida e a férmula utilizada foi 100 x [(T-T°)/(T°)]
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Onde T € a média da absorbancia da célula tratada; C € o controle de célula sem adicdo de

drogas depois das 48h; TO € o controle das células no dia da adi¢ao das drogas. O resultado obtido foi
subtraido de 100%, obtendo-se entdo a porcentagem de crescimento. Com esses resultados, foram
produzidos graficos relacionando a concentracdo da amostra e seu efeito. As amostras foram
consideradas ativas quando apresentaram inibicdo de crescimento maior que 50%, preferencialmente
apresentando seletividade para os tipos celulares.

Para comparar a poténcia das amostras e evidenciando a seletividade, calculou-se a
concentracdo necessdria para inibir totalmente o crescimento celular (TG, fotal growth inhibition) para
cada amostra testada em cada linhagem celular. Para esse cdlculo, utilizou-se o programa Origin 8.0
para a construcdo da regressdo sigméide das curvas obtidas com as médias da porcentagem de

crescimento.

3.10.3. Analise da expressao dos genes BAX e BCL-2 em cultura de células PC-3
3.10.4. Tratamento de células de PC-3 para analise de RNAm

As células PC-3 foram incubadas em placas de 6 pocos por 24 horas antes dos tratamentos, em
estufa imida, a 37°C, com 5% de CO,, na concentracdo de 1x10° células/mL. Apés a adi¢do das
drogas-testes as células permaneceram em estufa imida, a 37°C, com 5% de CO; por 6, 12, 24 e 48
horas numa concentracdo final de 20 pg/mL da chalcona Ca$5 isolada e doxorrubicina, como controle

negativo utilizou-se o diluente DMSO/RPMI-1640 (0,1%).

3.10.5. Extracao e quantificaciao de acidos ribonucléicos (RNA)
O RNA total foi extraido da cultura de células PC-3 das amostras tratadas com as drogas-teste e

controles utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA) conforme recomendacdes do
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fabricante. A seguir as amostras foram quantificadas espectrofotometricamente por UV (Gene Quant

pro — Amersham Bioscience) (Sambrook & Russel, 2001).

3.10.6. Sintese de cDNA

A andlise da expressdo dos RNAm dos genes BAX e BCL-2 foi realizada por transcricdo
reversa do RNAm seguida de PCR semiquantitativo. A sintese de cDNA necessdria para os
experimentos de PCR semiquantitativo foi realizada utilizando a enzima SuperScriptlll TM Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Califérnia, USA). Dois microgramas do RNA extraido foram incubados
com 250ng de primers randomicos (Invitrogen, Califérnia, USA), 1uL de NTP mix (10mM) e dgua
para um volume de 14uL, a 65°C por 5 minutos, e entdo resfriado em gelo. A seguir foram adicionadas
a reacdo: 4uL de 5x First-Strand Buffer, 1uL de DTT (0,1M) e 50U da enzima Superscript III RT,

sendo a amostra incubada a 25°C por 5 minutos, 50°C por 60 minutos e 70°C por 15 minutos.

3.10.7. PCR semiquantitativo

A reacdo de amplificagdo de fragmentos especificos de c-DNA foi feita pelo método do PCR.
Foram utilizados primers humanos para f—Actina, BCL-2 e BAX. A reacdo de PCR consistiu em:
tampao de PCR 10 vezes concentrado, MgCl, a 1,5mM, dNTP a 200uM, primers a 200nM, 2,5 pL da
amostra de cDNA (concentracdo de 100ng/ml) e 1U Taq DNA polimerase (Invitrogen).

Os primers utilizados para a PCR foram:
BAX Senso =5 GGTGATGGACGGGTCCG 37;
BAX Antisenso =5° GGATGAAACCCTGAAGC 37;
BCL2 Senso =5 GGACAACATCGCCCTGTG 3’;
BCL2 Antisenso =5 AGTCTTCAGAGACAGCCAGGA 3’.
B-actina Senso =5 GCACCACACCTTCTACA 3’;

B-actina Antisenso = 5>’ AGGAAGGCTGGAAGAGTG 3°.
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A fase exponencial da PCR foi determinada pelas condi¢des acima descritas, testando os ciclos
25, 30, 35 e 38. Como controle enddgeno, para normalizacdo dos dados, foi utilizado um gene de
expressao constitutiva, a B-Actina.

Ap6s a amplificacdo, seus produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%
com 17 pLL de SYBR Safe (Invitrogen, California, USA) e fotografados sob luz ultravioleta. A
quantificacdo foi obtida por densitometria usando o software “UN-SCAN-IT gel” versdo 6.1. A
quantidade relativa de cada gene em cada amostra foi determinada pela razdo: IOD gene

especifico/IOD B- Actina, onde IOD é densidade dptica especifica.

3.10.8. Analise da fragmentacao do DNA por citometria de fluxo de cultura de células PC-3
Células PC-3 foram semeadas em placas com 6 pogos (1x10° células/poco) e submetidas aos
tratamentos com a chalcona Ca5 isolada (20 pg/mL) e doxorrubicina (20 pug/mL) por 6, 12, 24 e 48h.
Como controle negativo foram utilizadas células tratados com o diluente RPMI/DMSO na propor¢ao
95:5. Apos estes procedimentos, as células foram removidas dos pocos através do uso de scraper. A
fragmentacdo de DNA foi avaliada utilizando citometria de fluxo de acordo com o método previamente
descrito por Nicoletti-Carvalho et al. (2010). As células contidas em 1 mL de suspensdo em tampao
fosfato foram centrifugadas e o precipitado suspendido em 300 uL. de uma solucdo hipotdnica de PI
contendo iodeto de propidio (50 pg/mL a 0,1% de citrato de s6dio e 0,1% de Triton X-100). Em
seguida, as amostras foram incubadas overnight a 4°C e analisadas no citdmetro do fluxo Facs Scalibur.

Os histogramas das amostras foram analisados através do programa Cell Quest Pro.

3.11. Anadlise estatistica
Foi utilizado o teste estatistico ANOVA (p<0,05) seguido pelo teste de Tukey. Os resultados

foram apresentados como média seguido de desvio padrao ou coeficiente de variagao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Visando a busca de antioxidantes e agentes antiproliferativos em C. adamantium, procedeu-se o

estudo que apresentou os seguintes resultados:

4.1. Estudo fitoquimico e identificacdo dos constituintes quimicos
4.1.1. Fracionamento do extrato bruto e analise do perfil quimico por HPLC-DAD e ESI-MS

A técnica de caracterizacdo do perfil de amostras por espectrometria de massas com ionizacao
por electrospray (ESI-MS) conhecida como fingerprinting ja foi empregada na andlise de diversas
matrizes complexas, tais como vinho, azeite, cerveja e extratos de origem natural (Moller et al., 2007,
Roesler et al., 2007, Tiberti et al., 2007; Ye et al., 2007) e também em estudos de desreplicacdo. Em
geral, as moléculas de baixo peso molecular (<1.000 Da), contendo sitios dcidos ou bdsicos, t€ém
espectros de massa simples produzidos por ESI, onde um tnico ion correspondente desprotonado (M-
H) ou protonado (M +H)" é detectado. Uma anélise estrutural mais detalhada da composi¢io quimica
dos extratos pode ser obtida por comparacdo de amostras auténticas ou por espectrometria de massa
MS/MS (Moller et al., 2007, Roesler et al., 2007, Tiberti et al., 2007). Neste estudo, o extrato bruto e
as fracOes acetato de etila, butandlica e da amostra FRA foram analisados por ESI-MS em modo
negativo [ESI(-)-MS] (tabela 1 e figuras 2, 3 e 4). Nesta andlise ficou evidenciado que as massas dos
constituintes majoritarios das amostras de folhas de C. adamantium, incluindo o extrato bruto etandlico
e da amostra FRA, coincidiram com as massas das chalconas 2’,4’-diidroxi-6’-metoxichalcona, 2°,4’-
diidroxi-5’-metil-6’-metoxichalcona e 2’,4’-diidroxi-3’,5’-dimetil-6’-metoxichalcona e com o0s
flavonéides isoquercitrina, quercitrina, quercetina e miricetina. As chalconas (Ca3, Ca4 e Ca5) foram
previamente descritas em C. adamantium coletadas na regido Centro-Oeste (Coutinho et al., 2008),
enquanto alguns flavondides glicosilados ja foram identificados em algumas espécies de

Campomanesia por Schmeda-Hirschmann (1995).
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Para confirmar a presenca do flavondide isoquercitrina, foi realizada a analise por HPLC do
padrdo isoquercitrina e do extrato bruto etandlico. Observou-se a formag¢do de um pico com tempo de
retencdo coincidente com o pico do padrio e com mesmo pico de absor¢do a 353 nm. Ainda, a
identidade da isoquercitrina como principal constituinte também foi confirmada através da co-elui¢ao
com a amostra e o padrdao auténtico (Figura 5). Este flavonéide pode ser um dos responsdveis pela
atividade antioxidante do extrato das folhas de C. adamantium, uma vez que um fon com mesma massa
também foi encontrada na fracdo FRA, amostra obtida de CCD, revelada com DPPH na placa
cromatografica.

Os flavondides isoquecitrina e mirecitina foram identificados pela primeira vez na espécie C.
adamantium. Diferencas entre a composi¢do e concentracdo de metabdlitos secundarios de espécies
cultivadas em regides diferentes podem ser justificadas pelo fato de que eles exercem papel importante
na interacdo entre a planta e o ambiente e sua biossintese pode ser alterada conforme as condi¢cdes em
que a planta é submetida, como alteragdes de temperatura, disponibilidade, 4gua e tipo de solo (Gobbo-
Neto & Lopes, 2007).

Tabela 1. Substancias identificadas no extrato etandlico das folhas de Campomanesia adamantium

(CAE), fracoes acetato de etila (CAEA), butandlico (CAEB) e rica em antioxidantes raspada da CCD
(FRA).

Andlises ESI-MS (m/z)

Substancias Amostras de C. adamantium [M-H] m/z Fragmentos MS/MS m/z

CAE CAEA CAEB FRA

Cal + + + 463 25eV:463—301, 255, 151

Ca2 + + + 447 25eV:447—-301

Ca3 + - + 317 25eV: 317—287

Ca4 + + - 301 25eV:301—-271, 255

Cas + + + 269 25 eV: 269—253, 226, 198, 184, 177,
165, 150, 139, 122, 108, 97, 94, 65

Caé6 + + + 283 25 eV: 283—268, 240, 198, 179, 164,
136, 108, 79

Ca7 + + + 297 25 eV: 297282, 254, 191, 178, 163,
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Cab
Ca7

Isoquercitrina R1=H, R2=glicose

Quercitrina R1=H, R2=ramnose

Miricetina R1=0H, R2=H

Quercetina R1=R2=H

27 4’ -dudroxi-6’-metoxichalcona R3=R4=H

2’ 4’-diidroxi-3"-metil-6’-metoxichalcona R3=CH., R4=H

2" 4 -dudroxi-3’,5’-dimetil-6’-metoxichalcona  R3=R4=CH,

Figura 2. Estruturas das substancias identificadas no extrato etandlico das folhas de Campomanesia
adamantium e em suas fragcdes. A substancia Ca5 foi isolada e identificada da fragdo acetato de etila do

extrato etandlico.
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das folhas (CAE) (a) e fragdo acetato de etila (CAEA) (b).
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Figura 5. Andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) do extrato bruto das folhas de
Campomanesia adamantium e do padrao de isoquercitrina 1mg/mL, (a) extrato etandlico; (b) padrao de
isoquercitrina e (c) solu¢do de extrato bruto acrescida de padrao de isoquercetrina.
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Figura 6. Espectro ESI-MS-MS das substancias padrao Cal, Ca5, Ca6 e Ca7 detectadas no extrato

etandlico das folhas de Campomanesia adamantium e suas fragoes.

4.1.2. Isolamento e identificacdo de constituinte quimico

A partir da fracdo acetato de etila do extrato etandlico bruto das folhas de C. adamantium,
isolou-se e identificou-se a chalcona Ca5. Os dados espectrais da substancia isolada sdo:

2’ 4’-diidroxi-6’-metoxichalcona (Ca5): RMN de 'H (200 MHz, CDCl; mais acetona-dg) Oy
(mult ( J em Hz); H): 3,92 (s; 3H, 6’-OCH3), 5,97 (d (2,2); 1H, H-3"), 6,01 (d (2,2); 1H, H-5"), 7,41 (m;

3H, H-3, H-4 e H-5), 7,61 (m; 2H, H-2 e H-6), 7,75 (d (15,6); 1H, H-B), 7,91 (d (15,7); 1H, H-a). RMN
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de °C (50 MHz, CDCl; mais acetona-dg) 8c: 135,4 (C-1), 128,2 (C-2 e C-6), 128,7 (C-3 e C-5), 129,9
(C-4), 127,6 (C-a), 141,9 (C-B), 192,5 (C=0), 105,8 (C-1’, observado apenas através do HMBC), 163,2
(C-2°), 91,6 (C-3°), 164,9 (C-4°), 96,1 (C-5°), 163,2 (C-6), 55,7 (6’-OCH3). Férmula molecular
Ci6H 1404, [M-H] 269 uma. Todos os dados espectrais descritos (anexo 1) estdo de acordo com os

dados da literatura (Itokawa et al., 1981).

4.2. Atividade antioxidante

As atividades antioxidantes do extrato bruto etandlico e fracdes acetato de etila e butandlica
foram determinadas pelos métodos de seqiiestro de radicais livres por DPPH e por ORACE. J4 o
conteudo de fendis totais soluveis foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteau.

DPPH € um radical livre com faixa de absor¢do entre 515 a 528 nm. O radical perde sua
absor¢do quando recebe um elétron, resultando na mudanca de coloracdo de purpura para amarelo. Por
este método ser simples e rapido, possibilitando andlises de inimeras amostras, € extensamente usado
para andlise inicial da atividade antioxidante de compostos ou de extrato de plantas (Zou et al., 2004).
No presente trabalho, a concentragdo que inibiu 50% do radical DPPH (ICs) esteve entre 7,77 e 13,35
de pg/mL para o extrato bruto e fracdes. Pelo método ORACk, os resultados obtidos variam de 2648 a
3502 pumol Trolox equivalentes/g de massa seca dos extratos e das fracdes. A chalcona isolada
apresentou atividade antioxidante, com resultado de 0,96 Trolox equivalente relativo (RTE). Os
resultados obtidos na determinacdo dos fendis totais (FT) pelo método Folin-Ciocalteu, expressos
como equivalentes de acido gdlico (EAG) por massa de extrato bruto e da fragcdo em base seca, sdo
apresentados na Tabela 2. O extrato e fracdes das folhas apresentaram altos teores de compostos
fendlicos quando comparados a dados de outras espécies descritas na literatura (Velioglu ez al., 1998,
Kihkonen et al., 1999). O menor teor de FT foi registrado na fracdo butanélica, j4 o maior teor, na

fracdo acetato de etila.
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Os resultados da atividade antioxidante obtidos pelo método do DPPH foram confirmados pelo
ORACH e podem ser relacionadas com o contetddo de fendis totais ( Sousa et al., 2007).

O flavondide isoquercitrina pode ser um dos responsdveis pela atividade antioxidante
apresentada pelo extrato bruto, visto que o padrdo deste composto apresentou uma atividade
antioxidante de 5,21 Trolox equivalente relativo (Tabela 2). O potencial antioxidante da isoquercetrina
ja foi avaliado e descrito na literatura. Este composto foi capaz de anular o efeito negativo
de H,O, sobre cultura de células RCC-5 (Jung et al, 2010), assim como apresentou alta atividade
antioxidante quando avaliado pelo método do DPPH (Olszewska & Michel, 2011). Estudos tém
demonstrado que muitos flavondides e outras substancias fendlicas contribuem de maneira significativa

para a atividade antioxidante de frutas e vegetais (Vinson et al., 1999; Luo et al., 2002).
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Tabela 2. Conteudo fendlico e capacidade antioxidante (determinada pelos ensaios DPPH e ORACk)
do extrato bruto em etanol das folhas de Campomanesia adamantium (CAE) e de suas fracdes acetato
de etila (CAEA) e butandlica (CAEB) e avaliacdo da atividade antioxidante da chalcona isolada (Ca5).

Ensaio DPPH, Ensaio ORACk.

Ensaio ORACk.

Amostra Conteudo

fendlico 1Cs umol TE/g* RTE*
mg GAE/g* pug/mL*
CAE 35,04 (5,48) 13,00 (5,03) 2648 (1,77) -
CAEA 74,83 (10,77) 13,35 (16,85) 3150 (6,66) -
CAEB 15,78 (15,29) 7,77 (5,00) 3502 (5,71) -
Cas - - - 0,96 (1,57)
Quercetina - 12,80 (2,00) - 5,62 (0,89)
Isoquercitrina - - - 5,21 (1,60)
Trolox - 2,55 (1,40) - -

-: ndo avaliado.

*0s resultados s@o expressos como média seguido da % coeficiente de variacdo (CV) dos ensaios em
triplicata.

mg GAE/g: fendis totais expressos em termos de miligrama de dcido galico equivalente por grama de
extrato ou fracdo em base seca.

ICsp : concentragdo que inibe 50% do radical DPPH em micrograma por mililitro (ug/mL).

umol TE/g: micromol de Trolox equivalentes por grama de extrato ou fracdo em base seca.

RTE: Trolox equivalente relativo.

4.3. Ensaios em cultura celular
4.3.1. Ensaio de citotoxicidade em cultura de células precursoras de fibroblastos de camundongo
3T3

Inicialmente o extrato bruto e fragdes foram avaliados quanto a citotoxidade em células
precursoras de fibroblastos - 3T3, pelo método do MTT, nas concentracdes que posteriormente foram
estudados em linhagens celulares cancerosas. Os quimioterdpicos geralmente ndo tem efeito seletivo,

isto €, atacam tanto células cancerosas quanto células normais, principalmente as que se dividem

rapidamente, produzindo efeitos colaterais agressivos ou toxicos (Bonassa, 1996).
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Portanto, na busca de novas substiancias com atividade antiproliferativa, é interessante a
avaliacao do perfil de toxicidade em células ndo cancerosas em estigios iniciais para que estudos sejam
conduzidos no sentido de se buscar o desenvolvimento de agentes terapéuticos menos toxicos que os
disponiveis atualmente na terapia. Neste ensaio com células precursoras de fibroblastos-3T3,
observou-se que apenas na concentragdo de 250 ug/mL o extrato bruto foi capaz de diminuir a
viabilidade celular para 15,44% (CV= 0,08). Nas células tratadas com a fracdo acetato de etila nas
concentracoes de 0,25 e 25 ug/mL, a porcentagem de células 3T3 vidveis esteve entre 75,91 e 84,80,
porém com 250 pg/mL a porcentagem de células viaveis foi de 18,03 (CV= 0,05). Para células tratadas
com a fracdo butandlica, com 250ug/mL, apenas 15,40% das células estavam vidveis. Nas

concentracoes inferiores a viabilidade celular esteve entre 80, 99% e 90,87% (figuras 7 a 9).
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Figura 7. Viabilidade celular de células 3T3, células cultivadas com diluente (RPMI 1640: DMSO
99:1 - CTL), células tratadas com o extrato bruto (CAE) com concentragdes entre 0,25 e 250 ug/mL
apos 48h (*p<0,05, ANOVA, seguido do Teste de Tukey, comparado com o controle negativo).
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Figura 8. Viabilidade celular de células 3T3, células cultivadas com diluente (RPMI 1640: DMSO
99:1 - CTL), células tratadas com a frac¢ao acetato de etila (CAEA) com concentracdes entre 0,25 e 250
pug/mL apés 48h (*p<0,05, ANOVA, seguido do Teste de Tukey, comparado com o controle negativo).
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Figura 9. Viabilidade celular de células 3T3, células cultivadas com diluente (RPMI 1640: DMSO
99:1 - CTL), células tratadas com a fragdo butandlica (CAEB) com concentragdes entre 0,25 e 250
ug/mL apds 48h (*p<0,05, ANOVA, seguido do Teste de Tukey, comparado com o controle negativo).
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4.3.2. Atividade antiproliferativa em cultura de células tumorais

Nas figuras 10 a 14, pode-se observar a acdo do extrato etandlico de C. adamantium, fragdo
acetato de etila, fracdo butandlica, da chalcona isolada (Ca5) e do quimioterdpico doxorrubicina em
cultura de células tumorais humanas e o relacionamento da porcentagem de crescimento com a
concentracdo do extrato, pelo ensaio da sulforrodamina B. Os valores abaixo de 100% e acima de zero
representam inibi¢do de crescimento, enquanto os negativos (abaixo de zero porcento) representam

morte celular, uma vez que a quantidade de células (aferida pela absorbancia no final do experimento),

no segundo caso, ¢ menor do que aquela no inicio do experimento (absorbancia do TO).

A Tabela 3 apresenta as concentragdes que levaram a inibicado de crescimento total (TGI) das
linhagens celulares para o extrato etandlico, fragdes acetato de etila e butandlica e substancia isolada.
Os valores de TGI do extrato bruto, fracdes e substincia isolada variaram de 2,17 a 141,79 pg/mL. A
concentracdo de CaS necessdria para inibir o crescimento total da linhagem de melanoma (UACC-62)
foi de 2,17 pg/mL, para a linhagem ovdrio resistente a miltiplos farmacos (NCI-ADR/RES) o TGI foi
igual 2,85 pg/mL e na linhagem de rim (786-0), o TGI foi igual a 5,46pg/mL. Avaliou-se o efeito
citotéxico da chalcona frente a linhagem nao cancerosa VERO (TGI igual a 5,99 pg/mL). Para as
linhagens UACC-62, NCI-ADR/RES e 786-0, a concentragdao da chalcona isolada foi menor que a

concentragdo citotoxica para a linhagem ndo cancerosa (VERO).
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Figura 10. Grifico da atividade antiproliferativa do extrato bruto etandlico das folhas de C.
adamantium (CAE) em cultura de células tumorais humanas tratadas por 48h, relacionando
porcentagem de crescimento versus concentracdo do extrato. Linhagens utilizadas: UACC-62
(melanoma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovario resistente a multiplos farmacos); 786-0 (rim);
NCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas células); PC-3 (prostata); OVCAR-3 (ovério); HT-29 (c6lon);
K562 (leucemia).
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Figura 11. Grifico da atividade antiproliferativa da fragdo acetato de etila do extrato bruto etandlico
das folhas de C. adamantium (CAEA) em cultura de células tumorais humanas tratadas por 48h,
relacionando porcentagem de crescimento versus concentracdo do fragdo. Linhagens utilizadas:
UACC-62 (melanoma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovario resistente a multiplos farmacos); 786-
0 (rim); NCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas células); PC-3 (prostata); OVCAR-3 (ovario); HT-29
(cOlon); K562 (leucemia).
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Figura 12. Gréfico da atividade antiproliferativa da fracdo butandlica das folhas de C. adamantium
(CAEB) em cultura de células tumorais humanas tratadas por 48h, relacionando porcentagem de
crescimento versus concentracdo da fracdo. Linhagens utilizadas: UACC-62 (melanoma); MCF-7
(mama); NCI-ADR/RES (ovirio resistente a multiplos farmacos); 786-0 (rim); NCI-H460 (pulmao,
tipo nao pequenas células); PC-3 (prostata); OVCAR-3 (ovério); HT-29 (célon); K562 (leucemia).
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Figura 13. Gréfico da atividade antiproliferativa da chalcona isolada (Ca$5) a partir da fracao acetato de
etila das folhas de C. adamantium em cultura de células tumorais humanas tratadas por 48h,
relacionando porcentagem de crescimento versus concentragdo da substancia isolada. Linhagens
utilizadas: UACC-62 (melanoma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovério resistente a multiplos
farmacos); 786-0 (rim); NCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas células); PC-3 (préstata); OVCAR-3
(ovério); HT-29 (c6lon); K562 (leucemia).
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Figura 14. Grifico da atividade antiproliferativa do quimioterdpico Doxorrubicina em cultura de
c€lulas tumorais humanas tratadas por 48h, relacionando porcentagem de crescimento versus
concentracdo do quimioterdpico. Linhagens utilizadas: UACC-62 (melanoma); MCF-7 (mama); NCI-
ADR/RES (ovério resistente a multiplos farmacos); 786-0 (rim); NCI-H460 (pulmdo, tipo ndo
pequenas células); PC-3 (préstata); OVCAR-3 (ovario); HT-29 (c6lon); K562 (leucemia).
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Tabela 3. Valores de concentragcdo que leva a inibi¢do de crescimento total (TGI) em pug/mL do extrato
bruto etandlico (CAE), fragdes acetato de etila (CAEA) e butandlica (CAEB), chalcona isolada (Ca5) e
doxorrubicina.

Amostra CAE CAEA CAEB Ca5s Doxorrubicina

Linhagem pug/mL ug/mL pg/mL pug/mL pg/mL
UACC-62 31,41 (£5,1) 8,98 (£8,3) 13,21 (£6,9) 2,17 (£1,5) 0,26 (£0,05)
MCF-7 129,5 (x11,1) 5048 (x11,4) 98,02 (x27,2) 41,66 (+21,4) >25,00
NCI-ADR/RES 64,70 (£9,9) <0,25 4,66 (£3,4) 2,85 (x0,8) 0,01 (£0,008)
786-0O 49,12 (£0,04) 70,89 (£9,5) 250,0 (£10,3) 5,46 (£1,6) 0,02 (£0,002)
NCI-H460 69,55 (£11,9) 1,75 (x1,1) 0,76 (0,3) >125 0,02 (£0,001)
PC-3 33,14 (£15,4) 94,60 (x17,4) >250,0 15,70 (x0,8) 2,14 (+0,86)
OVCAR-03 54,10 (£5,0) 49,68 (+£3,2) >250,0 125,0 (x£0,8) >25,00
HT-29 86,60 (x0,07) 91,35 (x14,9) 141,8 (#48,1) >125,0 0,51 (£0,19)
K562 25,00 (%1,2) >250,0 >250,0 - >25,00
VERO - - - 5,99 (+1,2) -

- ndo avaliado; *TGI — Total Growth Inhibition — Concentracdo que leva a inibicdao de crescimento
total (100%), em pg/mL; Resultados apresentados em média (%DP, desvio padrdo) de ensaios em
triplicata;Linhagens: melanoma (UACC-62); mama (MCF-7); ovdrio resistente a multiplos farmacos
(NCI-ADR/RES); rim (786-0); pulmao, tipo nao pequenas células (NCI-H460); prostata (PC-3); ovdrio
(OVCAR-3); colon (HT-29); leucemia (K562); linhagem de célula ndo cancerosa (VERO).

A partir dos resultados obtidos, observou-se que os extratos apresentaram atividade antioxidante
e atividade antiproliferativa em algumas linhagens estudadas. Pelos estudos fitoquimicos esses extratos
sdo ricos em compostos fenolicos, e alguns deles foram identificados, entre eles, flavondides e
chalconas. Estudos anteriores indicam que flavondides apresentam tanto a atividade antioxidante,
quanto a atividade antiproliferativa e, para isso, necessitam de alguns requisitos em sua estrutura, como
a presenga de grupo catecol como substituinte no anel B e da dupla ligacdo entre os carbonos 2 e 3,
C2=C3 (Kawaii et al., 1999; Plochmann et al., 2007). Nem sempre isto € aplicdvel, uma vez que a
atividade antioxidante depende da sua capacidade de doar hidrogénio, transferir elétrons ou formar
complexos com ions metdlicos (Rice-Evans et al., 1996; Mira et al., 2002), sendo influenciada
principalmente pelo nimero ou posi¢do dos grupos hidroxila no esqueleto fundamental da aglicona

flavonoidica. Ja a citotoxicidade de flavondides pode ser causada por multiplos mecanismos, como

inibi¢do da quinase especifica do ciclo celular, esgotamento de glutationa reduzida (GSH), agdo sobre
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as mitocondrias, regulacdo das proteinas de apoptose ou por efeitos pré-oxidantes (Kachadourian et al.,

2007; Shen et.al., 2007).

4.3.3. Analise da Expressao dos genes BAX e BCL-2:

A fim de se avaliar como a chalcona isolada (Ca5) pode interagir e induzir a morte celular nas
linhagens que sofreram uma diminui¢cdo do nuimero de células cancerosas vidveis, optou-se por
escolher uma que apresentasse um TGI < 20 pg/mL. Essa concentragcdo foi convencionada pelo grupo
de pesquisa na triagem de agentes antiproliferativos promissores. Os genes analisados, relacionados
com apoptose, foram BAX e BCL-2 em cultura de células PC-3, apds serem tratadas com chalcona
isolada (Ca$5), sendo também empregado o quimioterdpico doxorrubicina e como o controle negativo
meio de cultura com 0,1% de DMSO. Os membros da familia BCL-2, como BCL-2 e BCL-XL inibem
a apoptose, pois previnem a liberacdo de citocromo c e sdo chamados de reguladores antiapoptéticos.
Por outro lado, BAX, BIDE BAK sao proteinas pré-apoptéticas (Borner, 2003). A quantidade relativa
de cada gene em cada amostra foi determinada pela razdo: IOD gene especifico/IOD B-Actina. O
aumento da expressdo do RNAm do gene BAX nas células tratadas em relacdo as células nao tratadas €

um indicativo de morte celular por apoptose.
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Figura 15. Gréfico da andlise de expressdo do gene BAX em células ndo tratadas (Ctl - diluente RPMI
1640: DMSO, 99:1), células tratadas com a chalcona Ca5 e células tratadas com o quimioterdpico
doxorrubicina 20 pg/mL (*p<0,05, ANOVA, seguido do Teste de Tukey, comparados com o controle
negativo).

Pela andlise de expressdo do gene BAX (gene pré-apoptotico) observou-se uma diminui¢do na
expressdo, significativa, nas células que foram tratadas com a Ca5 por 6 horas em relacdo as células
nao-tratadas. Todos os demais grupos ndo apresentaram diferencas significativas quando comparadas

as células que foram cultivadas com o diluente.
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Figura 16. Grifico da andlise de expressdo do gene BCL-2 em células ndo tratadas (Ctl - diluente
RPMI 1640: DMSO, 99:1) (Ctl), células tratadas com chalcona isolada Ca5 e células tratadas com o
quimioterdpico doxorrubicina 20 pg/mL (¥*p<0,05, ANOVA, seguido do Teste de Tukey, comparados
com o controle negativo).

Na anélise do gene anti-apoptdtico BCI-2, comparando as células ndo tratadas com as células
que sofreram tratamento ndo houve alteragdes estatisticamente significativas.

A expressao do gene BCL-2 € capaz de inibir a geragdo de espécies reativas de oxigénio e a
acidificacdo intracelular, bem como estabilizar o potencial de membrana da mitocondria (Vander-
Heiden & Thompson, 1999). Porém, quando a célula sofre estimulos, como dano ao DNA, levam ao
aumento na expressdao das proteinas pré-apoptdticas. A proteina BAX pode promover a apoptose

através da interacdo com a mitocOndria, de forma independente da interacio com proteinas anti-

apoptoticas (Petros et al., 2004).
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As vias de ativagdo da morte celular por apoptose podem pode ocorrer de duas maneiras. Em
determinadas células, a mitocondria amplifica o estimulo extrinseco. Em células do tipo I, a caspase 8
ativada € suficiente para ativar outros membros da familia caspase. Em células do tipo II, a ativacdo das
caspases efetoras depende da al¢a de amplificagdo via clivagem da proteina BID em duas partes. A
parte clivada BID com dominio BH3 torna-se ativa, migra para a mitocondria e se liga a proteina BAX.
Isto leva a liberagdo de fatores mitocondriais pré-apoptéticos (Peres & Curi, 2005).

Portanto, a morte celular por apoptose ndao pode ser descartada, ja que esta pode estar sendo
ativada pela via extrinseca, via receptores TNF, visto que ndo houve alteragdes na expressdao dos genes

BAX e BCL-2 relacionados a via intrinseca da apoptose.

4.3.4. Analise por citometria de fluxo da fragmentacao do DNA em cultura de células PC-3:

A fase irreversivel do processo apoptético € a fragmentagdo nuclear que € causada por
endonucleases (Eastman, 1995), que clivam o DNA em fragmentos de 180-200 pares de base (pb) ou
maiores (Thompson, 1998). O iodeto de propidio ¢ um agente que intercala na molécula de DNA
(corante de acidos nucléicos) e emite uma fluorescéncia amarela e vermelha. O iodeto de propidio nao
penetra na membrana de células vidveis, portanto usa-se triton, um detergente que rompe a membrana
celular, para determinacdo da porcentagem de células com DNA fragmentado. As células rompidas
pelo tampao de lise, expdem os nicleos, permitindo que iodeto de propidio se ligue ao DNA (Peres &
Curi, 2005). As células com nucleos integros emitem alta fluorescéncia, ja que o iodeto de propidio é
excitavel por laser de argdnio e emite fluorescéncia na faixa de 560-580 nm. A condensagdo da
cromatina e a fragmentacdo do DNA podem ser observadas pela ocorréncia de eventos com baixa
fluorescéncia (Peres & Curi, 2005). As células PC-3 tratadas com a chalcona isolada (Ca5) e

doxorrubicina foram analisadas quanto a fragmentacdo do DNA apds o tratamento em 6, 12, 24 e 48

horas (figuras 17 a 25).

65



002

. M1
1 M2
R |
| |
. h o
T T T
100 101 102 103 10t
FL2-H
Histogram Statistics
File: .002 Log Data Units: Linear Values
Sample 1D: Patient ID:
Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube Liz
Acquisition Date: 06-Oct-11 Gate: Mo Gate
Gated Events: 10014 Total Events: 10014

X Parameter: FL2-H (Log)

Marker Left Right Events % Gated % Tota Mean Geo Mear cV Median Peak Cr
All 1, 991C 10014 100,00 100.00 1380.39 115564  46.05 1191.71 1018
M1 368, 991C 9713 97.04 097.04 142146 132637 4216 1218.81 1018
[ 1, 36 293 293 293 3235 12.87 17998  10.65 2

Figura 17. Representacido em histograma da fragmentacdo do DNA de células PC-3 (controle negativo,
células tratadas com diluente- RPMI 1640/DMSO 99:1) em citometro de fluxo, cultivadas por 48
horas. A regido M1 do histograma corresponde as células com DNA integro e a regido M2 corresponde
as células com DNA fragmentado.
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File: .008 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: Patient ID:
Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube Lis
Acquisition Date: 06-Oct-11 Gate: No Gate
Gated Events: 10098 Total Events: 10098

X Parameter. FL2-H (Log)

Marker Left, Right Events % Gated % Tota Mean Geo Mear cv Median Peak Ck
All 1,991C 10088 100.00 100.00 740.59 486.24 6596 64357 588
M1 368, 991C 8462 83.80 8380 B8BE.61 786.50 4955 9158 588
M2 1, 36E 1646 16.30 1630 9095 4126 12414 4179 365

Figura 18. Representacdo em histograma da fragmentacdo do DNA de células PC-3, tratadas com
doxorrubicina por 48h em citdmetro de fluxo. A regidao M1 do histograma corresponde as células com
DNA integro e a regido M2 corresponde as células com DNA fragmentado.
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M1 368, 991C 9560 9325 93.25 137141 121428 60.87 1036.63 991
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Figura 19. Representagdo em histograma da fragmentacdo do DNA de células PC-3, tratadas com a
chalcona Ca5 por 48h em citometro de fluxo. A regido M1 do histograma corresponde as células com
DNA integro e a regido M2 corresponde as células com DNA fragmentado.
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X Parameter: FL2-H (Log)

Marker Left Right Events % Gated % Tota Mean Geo Mear cv Median PeakCk
All 1, 991C 10127 100.00 100.00 688.60 34505 7281 66117 655
M1 368, 991C 7362 7270 7270 92294 85540 4086 85821 655
M2 1, 368 2765 2730 2730 6585 3136 12512 3558 62

Figura 20. Representacdo em histograma da fragmentagdo do DNA de células PC-3, tratadas com
doxorrubicina por 24h em citometro de fluxo. A regido M1 do histograma corresponde as células com
DNA integro e a regido M2 corresponde as células com DNA fragmentado.
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Figura 21. Representacdo em histograma da fragmentacdo do DNA de células PC-3, tratadas com a
chalcona Ca5 por 24h em citometro de fluxo. A regidao M1 do histograma corresponde as células com
DNA integro e a regido M2 corresponde as células com DNA fragmentado.
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M1 368, 991C 8927 88.60 88.60 111587 103754 4045 96466 897
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Figura 22. Representacdo em histograma da fragmentagdo do DNA de células PC-3, tratadas com
doxorrubicina por 12h em citometro de fluxo. A regido M1 do histograma corresponde as células com
DNA integro e a regido M2 corresponde as células com DNA fragmentado.
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Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube Lis
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M1 368, 991C 4065 4065 4065 109743 101781 38.44 115478 1357
M2 1, 368 1378 1378 1378 5206 17.25 164.09 17.94 32

Figura 23. Representacdo em histograma da fragmentacdo do DNA de células PC-3, tratadas com a
chalcona Ca5 por 12h em citometro de fluxo. A regidao M1 do histograma corresponde as células com
DNA integro e a regido M2 corresponde as células com DNA fragmentado.
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Figura 24. Representacdo em histograma da fragmentacdo do DNA de células PC-3, tratadas com
doxorrubicina por 6h em citometro de fluxo. A regido M1 do histograma corresponde as células com
DNA integro e a regido M2 corresponde as células com DNA fragmentado.
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Figura 25. Representacdo em histograma da fragmentacdo do DNA de células PC-3, tratadas com a
chalcona Ca5 por 6h em citometro de fluxo. A regido M1 do histograma corresponde as células com
DNA integro e a regido M2 corresponde as células com DNA fragmentado.

Nas células tratadas por 6 horas com a chalcona Ca5 e doxorrubicina houve uma porcentagem
de 8,15 % (£1,38) e 5,75 % (£1,00) de células com DNA fragmentados, porém a maior porcentagem de

fragmentacdo foi apresentado em 24 horas de tratamento com 15,09 % (£ 3,96) para Ca5 e 24, 86%

(£4,93) para doxorrubicina (Figura 26).

Quando comparadas as células tratadas com o diluente, houve um aumento no processo de
apoptose (estatisticamente significativo, p<0,05) em todos os tempos analisados. Apds 24 horas houve
um decaimento da porcentagem de células em apoptose, provavelmente pela metabolizacdo e
inativacdo da droga presente no meio. Com esses dados observa-se que a chalcona Ca5, assim como a
doxorrubicina, induzem morte celular por apoptose em células PC-3, ja que a fragmentacdo do DNA ¢é

o passo final da apoptose.

70



Apoptose

30- .
n
<9 -
>
20-
) .
8 & 7
E©
> | 10- ]
£Z ,//"'/
o O
© g
00_8 OI__II__| T T T et
S @0 S S 9t

" Doxo

Figura 26. Porcentagem de células com DNA fragmentado por andlise em citdometro de fluxo. Ctl:
controle negativo, células PC-3 cultivadas por 48h com o diluente (RPMI 1640/DMSO 99:1); Doxo:
doxorrubicina 20pug/mL tratadas por 6, 12, 24 e 48h; Ca5: chalcona isolada 20ug/mL tratadas por 6, 12,
24 e 48h. (*p<0,05, ANOVA, seguido do Teste de Tukey, comparado com o controle negativo).

Estudos anteriores apontam que as chalconas apresentam efeitos quimiopreventivos e
antitumorais, assim como atividade antioxidante (Rahman, 2011). Algumas chalconas, como exemplo,
xanthoangelol licochalcone-A, isoliquiritigenin, flavokawain e chalcona (1,3-difenil-2-propenona),
induziram a apoptose, inibiram a promog¢do de tumor e metastases em diversas linhagens de células de
cancer ou promoveram a parada do ciclo celular em algumas linhagens celulares cancerosas (Kimura &
Baba, 2003; Tabata et al., 2005; Fu et al, 2004; Hsu et al, 2004; Zi e Simoneau, 2005; Hu et al., 2006).
Assim a chalcona isolada Ca5 (2°,4’-diidroxi-6’-metoxichalcona) apresentou atividade antiproliferativa
para algumas linhagens celulares e a induziu a apoptose, mesmo nao ativando os genes BAX e BCL-2.
A inducdo da apoptose pela chalcona Ca5 foi confirmada pela anélise da fragmentagdo do DNA, que é
passo final deste processo, nas células PC-3, ja que a via extrinseca pode estar sendo ativada. Estes

resultados sdo inéditos para esta substancia. Assim, as chalconas e seus derivados tém despertado a
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atencdo crescente dos cientistas para a busca de novos agentes farmacologicamente ativos neste grupo

de principios ativos naturais.
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5. CONSIDERACOES FINAIS
Diante dos resultados obtidos pode-se sugerir que:
O extrato bruto etandlico das folhas de C. adamantium e suas fracOes acetato de etila e
butandlica apresentaram atividade antioxidante tanto pelo método indireto DPPH (baseado em
mecanismos de transferéncia de elétrons), quanto pelo ensaio ORACg. (método direto, cinético,
baseado em mecanismos de transferéncia de hidrogénio) e apresentaram relacdo com o alto teor
de compostos fendlicos totais soliveis estimado pelo método colorimétrico Folin Ciocalteu;
O extrato bruto etandlico das folhas de C. adamantium e suas fragdes em acetato de etila e
butandlica apresentaram atividade antiproliferativa frente linhagens tumorais humanas;
Andlise fitoquimica empregando a HPLC-DAD, ESI-MS e MS-MS sugeriu a presenca no
extrato etandlico das folhas de C. adamantium e suas fragdes de flavondides como
isoquercitrina (Cal), quercitrina (Ca2), miricetina (Ca3), quercetina (Ca4) e das chalconas
2’ 4’-diidroxi-6’-metoxichalcona (Ca5); 2’,4’-diidroxi-5’-metil-6’-metoxichalcona (Ca6) e
2’,4’°-diidroxi-3’,5’-dimetil-6’-metoxichalcona (Ca7);
O estudo fitoquimico da fragdo acetato de etila levou ao isolamento e identificacdo da chalcona
Ca5, que apresenta promissora atividade citotoxica frente a algumas das linhagens de células
tumorais humanas estudadas e também apresentou atividade antioxidante pelo ensaio ORACky;
Pelas andlises de expressao do RNAm do gene BAX (gene pré-apoptdtico) e do gene anti-
apoptético BCL-2, comparando as células ndo tratadas com as células que sofreram tratamento,
ndo se observou alteracdes significativas na expressdo destes genes nas amostras das células
tratadas com a chalcona Ca5 e com o quimioterapico doxorrubicina quando comparadas com o
controle negativo que indicassem indu¢do de apoptose;
As andlises da fragmentacdo do DNA por citometria de fluxo indicam que a chalcona Ca$5 induz

a morte celular por apoptose em células PC-3 assim como o quimioterdpico doxorrubicina.
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Portanto, os resultados obtidos no presente trabalho indicam que as atividades antioxidante e
antiproliferativa de C. adamantium podem estar relacionadas com a presenca de flavondides
acumulados no extrato etandlico das folhas deste vegetal. Os estudos ainda indicam que a chalcona
isolada Ca$5 apresenta atividade antioxidante e atividade antiproliferativa, porém, esta ndo foi capaz de
alterar a expressao do RNAm dos genes BAX e BCL-2 em células PC-3 analisadas pelo método de PCR
semiquantitativo. Portanto, a via dos receptores TNF, via extrinseca, poderia estar sendo ativada. Para
confirmar a indu¢do de apoptose realizaram-se as andlises em citometria de fluxo, sendo possivel
observar a fragmentacdo do DNA das células PC-3 tratadas com a Ca5 pelo método do iodeto de
propideo, sugerindo a inducdo de apoptose, j4 que a fragmentacdo do DNA € o udltimo passo do

processo apoptotico.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS:
Assim, este trabalho com C. adamantium abre perspectivas para outros estudos com novas
abordagens, tais como:

e Isolamento de outras substancias identificadas na desreplicacdo e avaliagdo da sua atividade
bioldgica;

e Desenvolvimento de procedimentos analiticos para a quantificacdo de substancias bioativas nos
extratos e fracoes;

e Avaliacdo da atividade antiproliferativa e antioxidante in vivo dos extratos e fracdes empregando
modelos experimentais com animais e investigacao de sua toxicidade;

e Avaliacdo do efeito das amostras bioativas por PCR em Tempo Real de genes relacionados a
apoptose como os genes anti-apoptoticos BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1 e os pré-apoptoticos
BAX, BAK, BAD, BID e TNF;

e Avaliacdo do efeito de morte celular por Anexina V ou outros ensaios que possa dar maiores

informagdes sobre mecanismos de acdo das amostras bioativas.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Dados espectrais da substancia isolada e identificada de Campomanesia adamantium com
atividade antiproliferativa e antioxidante: 2°,4’-diidroxi-6’-metoxichalcona (Ca5).

Dados:

RMN 'H-  3.92,s, 3H
5.97,d(2,2), 1H
6.01,d (2,2), 1H
7.41, m, 3H
7.61, m, 2H
7.75,d (15.6), 1H
791,d (15,6), 1H.

RMN °C —55,7; 91,6; 96,1; 127,7; 128,2; 128,7; 129,9; 141,9; 163,2; 164.9; 167,2; 192,5.

HSQC — correlagoes
1

H Bc

3,92 |55,7

597 |91.,6

6,01 |96,2

741 [128,7¢129,9
7,61 1282

7,75 1419

791 [127.6

HMBC - correlagdes principais

IH 13C

3,92 1632

5,97 196,2;105,8,163,2 ¢ 164,9

741 |128,2e 1354

7,61 |129,9,141,9

791 | 135,4,141,9, 192,5
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Figura 1. Carbonos quaternarios: 135,4 (1) e 105,8 (1, observado apenas através do HMBC).
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Figura 2. Espectro de RMN 'H da amostra Ca5.
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Anexo 2. Trabalho publicado com parte dos resultados desta tese
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Numerous discases are induced by free radicals via lipid peroxidation, protein peroxidation and DNA damage. It has been known that a
variety of plant extracts have antioxidant activity to scavenge free radicals. Campomanesia adamantium (Myrtaceae) is a small tree with
edible fruit, commonly known as “guavira” or “guabiroba-branca” that has been used in popular medicine as depurative anti-diarrhoeic, anti-
inflammatory, anti-theumatic and to liver discases. In this study, the antiradical activities of ethanol crude extract of the leaves from C.
adamantium and the ethy] acetate and butanol fractions obtained by partition, were determined using DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl
radical) and ORAC-FL (Oxygen Radical Absorbance Capacity) assays. The total phenol content in the samples was estimated by Folin
Ciocalteau method (FCR). In an initial evaluation the ethanolic extract and the fractions ethyl acetate and butanol have shown levels of
phenolic compounds between 15- 74 mg GAE/g in FCR assay, showed DPPH free-radical scavenging activity with SCs, in the range of 7.77-
1335 pg/mL and demonstrated antioxidant capacity between 2648-3502 pmol TE/g of extract and fractions in the ORAC-FL assay. HPLC-
DAD and ESI-MS analysis revealed were that the extract of the leaves of C. adamantium studied appears to contain flavonoids as major

constituents, including isoquercetrin and quercetin that exhibit proven antioxidant activity.

Keywords: radical scavenger, DPPH, Myrtaceae, Campomanesia adamantium, HPLC- DAD/ESI-MS.

The organic and inorganic molecules and atoms that
contain one or more unpaired electrons, with independent
existence, can be classified as free radicals [1]. Free
radicals are responsible for lipid peroxydation occurred
during production and storage of nutrients [2], and are
directly involved in some cancers, cardiovascular
disorders, diabetes [3], Alzheimer's disease, atherosclerosis
and others human pathologies [4]. The radicals O;* and
their reduction products, H;0,, and especially the radical
OHs, are some of those responsible for cell damage by
promoting lipid peroxidation, with damage to
mitochondria, lysosomes and cell membrane itself, leading
to cell death. In animal, different biochemical routes
involve free radicals formation, but in these cases defense
mechanisms against the oxidative process propagation are
also involved. These mechanisms do not show a constant
efficacy [3]. However, exogenous antioxidant compounds
act as an auxiliary function in this defense processes.
Antioxidants block the free radicals formation through
different ways and establish important control function in
some oxidative stress diseases [4] and in food conservation
[5]. Thus, new natural antioxidants, mainly those isolated

from medicinal plants, acquire great pharmacological
importance and the research on these classes of
compounds has been increased in the last years [6-8].

The genus Campomanesia (Myrtaceae) comprises around
30 species of shrubs or small trees, aromatic, distributed
mainly in tropical and subtropical South America [9]. Most
species produce edible fruits that are widely used to make
liqueur, juices and jellies [10]. Several species are
considered medicinal and have been used in folk medicine
mainly against digestive problems and diarrhea [11].
Campomanesia adamantium Camb. is a small tree, known
as “guavira” or “guabiroba-branca”, largely spread in
Brazil. It can be found growing wild in the Midwest,
Southeast and South regions of Brazil, and frequently is
cultivated in home gardens for its fruits [12]. Its leaves and
fruits have been used against rheumatism, liver and urinary
diseases [13]. Previous phytochemical studies in
Campomanesia have reported the identification of
quercetin, myricetin and rutin in C. xanthocarpa [14] and
B-triketone type compounds, named champanones in C.
lineatifolia [15). Recently it was reported the isolation of
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flavonoids in C. adamantium [16,17] as well as the
antioxidant activity of extracts and fractions [17,18].
However, these studies were carried on specimens growing
in Midwest region that can have a chemical profile
different from those growing in other regions of country.
These facts prompted us to investigate the antioxidant
capacity of the ethanolic extract and fractions of C
adamantium from South region of Brazil and, characterize
the major constituents responsible for antioxidant activity.

The samples analyzed in the present study showed a total
phenol content in the range of 15.78 — 74.83 mg GAE/g
extract (Table 1). Phenolic compounds are recognized as
one of most important class responsible for antioxidant
capacity in plants [19].

Ethanol extract, ethyl acetate and butanol fractions
exhibited antioxidant activity concentration-dependent in
DPPH assays, with SCso varying from 7.77 to 13.35
pg/mL. The highest antioxidant activity was exhibited by
butanol fraction. In ORAC-FL kinetic assay, based on
hydrogen transfer mechanism, the extracts showed
antioxidant capacity between 2648 and 3502 pM of
TROLOX equivalent per gram of extract (Table 1) In
comparison with previous studies [16,18], our extracts and
fractions showed higher antioxidant activity and there were
chemical differences between C. adamantium leaves
analyzed in this study of South region of Brazil and C.
adamantium growing in Midwest region of Brazil {16-18].
The chalcones were previously reported in C. adamantium
growing in Midwest region of Brazil [16], while the
flavonols isoquercetrin, myricetin, quercitrin and quercetin
are being reported for the first time in this plant. Myricetin
had been already identified in C. xanthocarpa [14].

Table 1: Total phenol content and antioxidant capacity by the DPPH and
ORAC assays of ethanol extract of Campomanesia adamantium leaves
and its fractions ethyl acetate (EtOAc) and butanolic (BuOH).

Samples Phenol content® . DPPH assay, ORAC®
(mg of GAE/g)®  SCw'(ug/ml)®  (pmol TE/g)*
FEthanol extract 35.04(5.48) 13.00 (5.03) 2648 (1.77)°
EtOAc fraction 74.83(10.77) 13.35 (16.85) 3150 (6.66)*
BuOH fraction 15.78(15.29) 7.77(5.00) 3502 (5.71)°
Quercetin® = 12.80 (2.00) 5.62(0.89)*
Isoquercitrin® < - 521 (1.60)*
Trolox* = 2.55 (1.40) -
*Experimental positive controls.
-: not evaluated.

“Mean (%RSD, relative standard deviation) of triplicate assays.

“Total phenolics data expressed as milligrams of gallic acid equivalents per
gram (mg of GAE/g) of extract or fractions.

“DPPH assay data expressed as SCsq (concentration that inhibited 50% of the
DPPH radical) in micrograms per milliliters (pug/mL).

“ORAC data expressed as micromol of Trolox equivalents per gram (umol of
TE/g) of extract or fractions.

“ORAC data expressed as relative Trolox equivalent, mean (%RSD, relative
standard deviation) of triplicate assays

The ESI-MS technique has been applied in the analyze of
several complex matrix, such as wine, oil, beer and

extracts from natural sources. In this study, the samples
presented high content of phenolic compounds and were
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analyzed by ESI (-)-MS [20-21]. The analysis by ESI(-)-
MS showed that major constituents in the samples of
C. adamantium leaves, including the crude ethanol extract
and TLC yellow spot sample, were coincided with the
mass of the chalcones 2’,4’-dihydroxy-6’-methoxy-
chalcone, 2’ 4’-dihydroxy-5’-methyl-6’- methoxychalcone
and, 2°,4’-dihydroxy-3’,5’-dimethyl-6-methoxychalcone
together with the flavonols isoquercitrin, quercitrin,
quercetin, and myricetin (Table 2, Figure 1). Structural
analysis of single ions in the mass spectra from extract and
fractions were performed by ESI-MS/MS. The compounds
were identified by comparison of their ESI-MS/MS
fragmentation spectra with fragmentation spectra of the
authentic standard samples (compounds 1, 5, 6 and 7) and
with literature data [21].

To confirm the presence of the flavonoid isoquercitrin
were made the HPLC-UV/DAD analysis of standard
isoquercitrin and of the crude extract We noted the
formation of a peak with a retention time coincident with
the same pattern and absorption peaks. Furthermore, the
identity of major constituent isoquercitrin was also
confirmed through co-elution with authentic standard
sample. These results are enough to confirm that one of the
major constituents and the responsible for antioxidant
activity is the flavonoid isoquercitrin, since that the same
mass was also found in the analysis of TLC spot yellow
sample that was reveled with solution of DPPH.

Thus, the results of the present study suggest that the
antioxidant capacity of C. adamantium is correlated to the
content of flavonoids, including isoquercitrin, which is
present in the crude ethanolic extract and TLC spot yellow
sample. Moreover, this activity presents a positive
comrelation with the total phenolic soluble content
measured by FCR assay. However, further investigations
are necessary to confirm if this plant and its constituents
represent a source of powerful antioxidant products useful
in vivo.

Experimental

Plant Material: The leaves of Campomanesia
adamantium were collected from wild specimen growing
in Curitiba, Paran4 State, Brazil (25°25°48"" S, 49°16°15°
W) at 934 m of altitude. The plant was identified by Dr.
Armando Carlos Cervi, which deposited a voucher
specimen at the herbarium of UFPR (UPCB 60503).

Extracts preparation: The powder was subjected to the
process of maceration with ethanol at a ratio of powder /
solvent of 1:5 (weight / volume). The ethanolic crude
extract was suspended in methanol/water (9:1, v/v) and
fractionated by liquid-liquid extraction with hexane and °
ethyl acetate. The hydroalcoholic phase remaining was
partitioned with n-butanol and water to afford an n-
butanol-soluble portion. This procedure yielded the
fractions of hexane (Hex), ethyl acetate (EtOAc) and
butanol (BuOH).
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Figure 1: Structure of the compounds identified in ethanol extract from the Ieaves of Campomanesia adamantium of the South of Brazil and its fractions
Table 2: Compounds identified in ethanol extract from the leaves of Campomanesia adamantium and its fractions using ESI(-)-MS/MS.

—_ESI-MS jons (miz)
Compounds___ Camp ] samples Deprotonated ions [M-H] m/z___MS/MS ions m&
Ethanol  EtOAc  BuOH TLC
extract _ fraction  fraction yellow spot
1 + + + + 463 25 eV: 463—301, 255, 151
2 + + - - 447 25 eV: 447301
3 + - - + 317 25eV: 317287
4 + + + - 301 25 eV: 301271, 255
s + + - - 269 25 eV: 2694253, 226, 198, 184, 177, 165, 150, 139,
122, 108, 97, 94, 65

6 + + - + 283 25 &V: 283268, 240, 198, 179, 164, 136, 108, 79
7 + + ’ + 297 25 eV: 297282, 254, 191, 178, 163,150, 134,122
+: detected; -: not detected
Radical scavenging activity by DPPH assay: The extract or fraction (mg of GAE/g). The analyses were
antiradical activity of extract and fractions of EtOAc and performed in triplicate.
BuOH were determined using the stable 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl radical (DPPH) [22]. Fifty microliters of a Separation and analysis of antioxidants on thin layer
250 uM DPPH solution in ethanol was added to a range of chromatography: The sample was applied on TLC and
solutions of different concentrations (seven serial 3-fold eluted with BAW (butanol: acetic acid: water), after that
dilutions to give a final range of 100 to 1.6 ug mL™) of we sprayed with a solution 500 pg/mL of DPPH in
extracts to be tested in ethanol (10uL). Absorbance at 517 ethanol. After solvent evaporation (about 5 minutes), the
nm was determined 20 min after the addition of each of the potential anti-free radical was verified by the appearance
compounds tested, and the percentage of activity was of yellow spots on violet background, according to the
calculated. Quercetin and Trolox were used as positive described in the literature [25]. The yellow spot was
controls. The antioxidant activity was expressed as the scraped, dissolved in methanol, filtered and this was called
SCso value in ug mL™. All samples were tested in triplicate. TLC yellow spot sample.
Evaluation of antioxidant capacity by ORAC assay: HPLC-UV/DAD/ESI-MS profile: The TLC yellow spot
The antioxidant capacity of the ethanolic extract and sample, crude extracts and fractions of C. adamantium
AcOEt and BuOH fractions were assessed through the leaves were diluted in a solution containing 50% (v/v)
oxygen radical absorbance capacity (ORAC) [23]. In this methanol (chromatographic grade), 50% (v/v) deionized
assay, measures the antioxidant scavenging activity against water and, 0.5% of ammonium hydroxide (Merck,
peroxyl radicals using fluorescein as the fluorescent probe. Darmstadt, Germany). In the fingerprinting ESI-MS
ORAC assays were carried out on a Synergy-2 multi- analysis, the general conditions were: source temperature
detection microplate reader system. The temperature of the of 100 °C, capillary voltage of 3.0 kV and cone voltage of
incubator was set at 37 °C. The data were expressed as 30 V. For measurements were performed according to the
micromoles of Trolox equivalents (TE) per gram of extract described in the literature [20,21). Structural analysis of
or fraction on dry basis (umol of TE/g) and as relative single ions in the mass spectra from extract and fractions
Trolox equivalent for pure compounds. The analyses were were performed by ESI-MS/MS. The ion with the m/z of
performed in triplicate. interest was selected and submitted to 25 eV collisions

with argon in the collision quadrupole. The compounds
Quantitative determination of total soluble phenols: were identified by comparison of their ESI-MS/MS
The dried ethanolic extract and its EtOAc and BuOH fragmentation spectra.
fractions, dissolved in ethanol, were analyzed for their total
soluble phenolic content according to the Folin-Ciocalteau HPLC analyses were conducted using a RP-18 column
colorimetric method [24]. The results were expressed as (Lichrospher”, 5 pgm, 225\4.6 mm, Merck). The mobile
milligrams of gallic acid equivalents (GAE) per gram of phase consisted of a linear gradient combining solvent A
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(acetonitrile) and solvent B (water/acetic acid, 99:1, v/v,
pH 2.88) as follows: 15% A (15 min), 15-40% A (5 min),
40-60% A (5 min), 60-100% A (5 min), 100-15% A (5
min), 15% A (5 min). The analyses were carried out in
triplicate at a flow rate of 0.8 mL/ min and an injection
volume of 20 L. UV-DAD detector was set to record
between 200 and 600 nm, and the UV chromatograms
were measured at 254 and 350 nm. The samples were
crude extract and isoquercitrin standard sample at

Img/mL.
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