s UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
N

a¥Y INSTITUTO DE BIOLOGIA

UNICAMP

LANA PEREIRA SOARES

COMPARA(;AO DO PERFIL QUiMICO E DA
ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DE EXTRATOS
DAS FOLHAS DE Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae)
OBTIDAS DE DIFERENTES PROCEDENCIAS

Campinas
2020



LANA PEREIRA SOARES

COMPARACAO DO PERFIL QUIMICO E DA
ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DE EXTRATOS
DAS FOLHAS DE Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae)
OBTIDAS DE DIFERENTES PROCEDENCIAS

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Biologia da Universidade Estadual de
Campinas como parte dos requisitos exigidos
para a obtencdo do titulo de Mestra em
Ciéncias, na Area de Farmacos,
Medicamentos e Insumos para Saude.

Orientadora: Profa. Dra. Ana Lucia Tasca Gois Ruiz

ESTE ARQUIVO DIGITAL CORRESPONDE A
VERSAO FINAL DA DISSERTACAO DEFENDIDA
PELA ALUNA LANA PEREIRA SOARES E
ORIENTADA PELA DRA ANA LUCIA TASCA GOIS
RUIZ.

Campinas
2020



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca do Instituto de Biologia
Mara Janaina de Oliveira - CRB 8/6972

Soares, Lana Pereira, 1994-

Sol1c Comparacao do perfil quimico e da atividade antiproliferativa de extratos
das folhas de Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae) obtidas de diferentes
procedéncias / Lana Pereira Soares. — Campinas, SP : [s.n.], 2020.

Orientador: Ana Lucia Tasca Gois Ruiz.

Dissertagao (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Instituto de
Biologia.

1. Casearia sylvestris. 2. Diterpenos. 3. Compostos fendlicos. 4. Atividade
antiproliferativa. |. Ruiz, Ana Lucia Tasca Gois, 1972-. |l. Universidade Estadual
de Campinas. Instituto de Biologia. Ill. Titulo.

Inf Ribli Digital

Titulo em outro idioma: Comparative study of chemical profile and antiproliferative activity
of Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae) leaves extracts obtained from different procedures
Palavras-chave em inglés:

Casearia sylvestris

Diterpenes

Phenolic compounds

Antiproliferative activity

Area de concentragdo: Farmacos, Medicamentos e Insumos para Satde

Titulacdo: Mestra em Ciéncias

Banca examinadora:

Ana Lucia Tasca Gois Ruiz [Orientador]

Fernanda Oliveira de Gaspari de Gaspi

Patricia Maria Wiziack Zago

Data de defesa: 20-01-2020

Programa de P6s-Graduagao: Biociéncias e Tecnologia de Produtos Bioativos

Identificagdo o informagoes académicas do(a) aluno(a)
- ORCID do auter: htps./orcid, orgi0000-0002-7001-3398
- Curriculo Lattes do autor: hitp:/Mlattes cnpq be/2310175128680706




Campinas, 20 de Janeiro de 2020.

COMISSAO EXAMINADORA

Profa. Dra. Ana Lucia Tasca Gois Ruiz
Profa. Dra. Patricia Maria Wiziack Zago

Profa. Dra. Fernanda Oliveira de Gaspari de Gaspi

Os membros da Comissdo Examinadora acima assinaram a Ata de Defesa, que se encontra no
processo de vida académica do aluno.

A Ata da defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-se no SIGA/Sistema de Fluxo de
Dissertacdo/Tese e na Secretaria do Programa de Biociéncias e Tecnologia de Produtos Bioativos da
Unidade Instituto de Biologia.



DEDICATORIA

Este trabalho é dedicado a minha avé Marly Teresinha Pereira pela inspiracdo, exemplo e

amor.



AGRADECIMENTOS

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal

de Nivel Superior — Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001.

Gostaria de iniciar os agradecimentos pela pessoa mais importante da minha vida: mamde
Claudia Pereira de Lacerda. Muito obrigada por ser quem vocé é. Pela paciéncia, pelos
ensinamentos e por todo carinho e amor. Obrigada por ter se preocupado, desde sempre, com
minha educacdo e por ter me despertado a curiosidade e paixdo pelos estudos. Agradeco ainda

por ter me motivado a realizar a pos-graduagdo, seu incentivo foi muito importante para mim

Agradeco a minha avo Marly Teresinha Pereira, por ter servido de inspiracdo e por ter me
apresentado a vida académica e ao maravilho mundo das plantas medicinais. Vocé sempre foi,

€ e continuard sendo, minha referéncia profissional.

A minha tia e madrinha, Renata Pereira de Lacerda e a minha avo Maria Nice Pagotto Soares,
por todo apoio, investimento, carinho, amor e cuidado. Ao meu pai Fabio Augusto Soares pela
parceria e amizade. Obrigada por terem contribuido tdo fortemente com a minha criacdo e

educacdo.

As minhas amigas-irmds Bruna Garbim, Camila Pompermayer e Aline Borges pelos longos
anos de amizade, suporte e parceria. A Leticia Lucke, Stephanie Von Eye e Thiago Nunes por

estarem ao meu lado desde a graduagdo.

A melhor orientadora do mundo, Profa. Dra. Ana Liicia Tasca Gois Ruiz, por ter aceitado me
orientar e por todo conhecimento compartilhado com muito carinho e paciéncia durante todo
o percurso. Obrigada por ser minha mde académica na familia LAFTEX, pelos conselhos e

orientagoes que foram, muitas vezes, além da vida universitdria.

A familia LAFTEX: Mary Ann e Ilza pelo carinho, contribuicdo e pelos ensinamentos que foram
muito importantes para elaboragcdo deste trabalho. Lucia, pela amizade, paciéncia e
perseverancga de me auxiliar nos iniimeros ensaios com células. Aline, Dayana, Kaio, Natalia,

Camila, Marcos, Rogério e Julia pela parceria, ajuda e pelos bons momentos e risadas no



laboratorio. Agradeco ainda a Nubia, Karin, Akila, Jodo Ernesto, Gisele e Ordilena pelo
trabalho em equipe realizado. Vocés sdo incriveis.

As doutoras Patricia Zago, Cristina Pontes e Paula Paiva pelas valiosas contribuicées.

Ao pessoal de Farmacobotanica, meus colegas PED Victor, Carlos e Felipe, e professores

Marilia, Eliana e Marcos.

A Prof. Dra. Taicia Fill e Jaque pelo suporte e auxilio oferecidos no Instituto de Quimica.
Aos técnicos de laboratorio Arthur, Débora e Matheus.

Ao pessoal da limpeza e manutencdo, a faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e ao Instituto de
Biologia da Universidade Estadual de Campinas e a todos os professores que contribuiram

com a minha formagao.

A todos aqueles que contribuiram direta ou indiretamente para que este trabalho fosse

realizado. Muito obrigada!



RESUMO

Os produtos naturais sdo uma importante fonte de drogas antitumorais, sendo que mais da
metade dos farmacos utilizados na terapia anticancer, atualmente, tem sua origem em moléculas
isoladas de plantas, microrganismos ou animais marinhos. Além de serem utilizados para o
tratamento de doencgas, os produtos naturais também sdo frequentemente relatados como
agentes preventivos eficientes. Estudo inicial do nosso grupo de pesquisa avaliou em um painel
de células tumorais humanas os extratos hidroetandlicos 70% de trés plantas brasileiras
utilizadas na medicina tradicional, a saber, folhas de Casearia sylvestris, folhas de Maytenus
ilicifolia e cascas do caule de Handroanthus impetiginosus. Esse estudo evidenciou uma
promissora atividade antiproliferativa para o extrato das folhas de C. sylvestris corroborando os
relatos da literatura para o potencial das partes aéreas de C. sylvestris no desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas para o tratamento do cancer. O presente trabalho buscou realizar
a comparacdo do perfil quimico e da atividade antiproliferativa de folhas de C. sylvestris obtidas
de diferentes procedéncias. Para tanto, foram coletadas folhas de um espécime de C. sylvestris
cultivado no campus da UNICAMP, Campinas, SP, e foram adquiridas duas amostras em
comércios especializados (ervanarias) localizadas respectivamente nas cidades de Campinas,
SP e Piracicaba, SP. Apés a selecdo do método de extragao, as trés amostras foram submetidas
a extracao sucessiva com diclorometano e etanol 70% ou extracao direta em etanol 70%, sempre
através do método de turbolizacdo. Nesta etapa, uma das amostras (ervanaria, Campinas) foi
perdida por contaminacdo fungica. Através de técnicas cromatograficas (cromatografias em
camada delgada e liquida de alta eficiéncia) e colorimétricas (anélise de compostos fendlicos
totais), foi possivel evidenciar a presenga de substancias terpénicas e fendlicas nos extratos de
folhas de C. sylvestris, sendo a amostra coletada no campus Unicamp/Barao Geraldo a que
apresentou maior teor de substancias terpénicas enquanto a adquirida em ervanaria mostrou-se
mais enriquecida em compostos fendlicos. Essas diferencgas sao compativeis com os relatos para
a composicdo quimica de C. sylvestris var. sylvestris e C. sylvestris var. lingua,
respectivamente, que também refletiu- em diferencas significativas nos efeitos farmacoldgicos.
Ou seja, o extrato com maior teor de terpenos, além de uma atividade antiproliferativa mais
potente, manteve o efeito inibitério mesmo apds sua retirada do meio de cultivo (efeito
antiproliferativo ndo reversivel). Por outro lado, o extrato com menor teor de terpenos, apesar
do efeito antiproliferativo inicial, apresentou efeito proliferativo residual, o qual poderia ser
atribuido, parcialmente, as lignanas ja identificadas e descritas em C. sylvestris. Desta forma,
evidenciou-se a importancia da correta denominagdo botanica de uma espécie vegetal, incluindo
a designacgdo de variedade, para a comercializa¢do de drogas vegetais a fim de que os usudrios
de plantas medicinais possam usufruir adequadamente dos efeitos terapéuticos que cada espécie
pode proporcionar.

Palavras-chave: Caseria sylvestris, diterpenos, compostos fendlicos, atividade antiproliferativa.



ABSTRACT

Natural products are an important source of antitumoral drugs and more than half of the drugs
used in anticancer therapy, today, were originate from molecules isolated from plants,
microorganisms or marine animals. In addition to the use for disease treatment, natural products
are also reported as effective preventive agents. An initial study of our research group evaluated
in panel of human tumor cells hydroethanolic extracts 70% of three Brazilian plants used in
traditional medicine, leaves of Casearia sylvestris, leaves of Maytenus ilicifolia and stem bark
of Handroanthus impetiginosus. This study evidenced a promising antiproliferative activity for
C. sylvestris leaf extract corroborating the literature reports about the potential of C. sylvestris
aerial parts in the development of new therapeutic strategies for cancer treatment. The present
work aimed to compare the chemical profile and antiproliferative activity of C. sylvestris leaves
obtained from different origins. For that, leaves were collected from a specimen of C. sylvestris
cultivated at the campus of UNICAMP, Campinas, SP, and two samples were obtained from
specialized trades (herbalists) located respectively in the cities of Campinas, SP and Piracicaba,
SP. After selecting the extraction method, the three samples were submitted to successive
extraction with dichloromethane and 70% ethanol or direct extraction in 70% ethanol, always
through turbolization method. At this stage, one of the samples (Herbal Shop, Campinas) was
lost due to fungal contamination. Through chromatographic techniques (thin layer
chromatography and liquid chromatography of high efficiency) and colorimetric (analysis of
total phenolic compounds), it was possible to evidence the presence of terpenic and phenolic
substances in the extracts of C. sylvestris leaves, where the sample collected on campus
Unicamp/Bardo Geraldo presented higher terpene content while that obtained in herbal shop
was more enriched in phenolic compounds. These differences are consistent with reports for
the chemical composition of C. sylvestris var. sylvestris and C. sylvestris var. lingua
respectively. This variation was reflected in significant differences in pharmacological effects.
In other words, the extract with higher terpene content, besides presenting more potent
antiproliferative activity, maintained the inhibitory effect even after its removal from the culture
medium (non-reversible antiproliferative effect). On the other hand, the extract with lower
terpene content, despite the initial antiproliferative effect, showed residual proliferative effect,
which could be partially attributed to the lignans already identified and described in C.
sylvestris. Thus, the importance of the correct botanical denomination of a plant species,
including the variety designation, was evidenced for the commercialization of plant drugs so
that medicinal plant users can properly enjoy the therapeutic effects that each species can
provide.

Keywords: Caseria sylvestris, diterpenes, phenolic compounds, antiproliferative activity.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui a maior biodiversidade do planeta, abrigando aproximadamente
20% do numero total de espécies da Terra (Brasil, 2017). Por possuir uma das biotas mais ricas,
o pais apresenta uma fonte de oportunidades em inimeras vertentes de pesquisa, em especial
as pesquisas cientificas e tecnoldgicas dos produtos naturais (Buenz, Verpoorte & Bauer, 2018).

A Organizacdo Mundial da Sadde/World Health Organization (OMS/WHO)
incentiva o estudo de plantas tradicionalmente conhecidas como medicinais, através da
publica¢do de monografias (WHO, 1999 - 2010), guias de boas praticas para cultivo agricola e
coleta (WHO, 2003) e de farmacovigilancia de fitoterapicos (WHO, 2004), com o objetivo de
avaliar cientificamente os riscos e os beneficios da utilizacdo de plantas medicinais e
medicamentos fitoterdpicos (De Araujo et al., 2017).

Dentro deste contexto, a natureza continua sendo uma importante fonte de novas
estruturas com potencial para tratamento de diversas doencas. Os produtos naturais sao
considerados importante fontes de drogas antitumorais, tendo como exemplo o taxol e a
doxorrubicina, entre outras drogas provenientes de produtos naturais e atualmente utilizadas na
terapia anticancer. Além de serem utilizados para o tratamento de doencas como o cancer, 0s
produtos naturais derivados de plantas sdo frequentemente relatados como agentes
quimiopreventivos eficientes (Cragg & Newman, 2013; Song et al., 2014).

Uma revisdo de literatura recente realizada por Cragg & Newman (2016) evidencia
o papel fundamental que a natureza desempenha neste processo: cerca de 77% das moléculas
aprovadas para o tratamento do cancer sdo de origem natural ou inspiradas em algum produto
natural.

E de grande importincia, para todas as ciéncias que investigam a relacio
pessoas/plantas, registrar e conhecer as estratégias e conhecimentos dos povos locais, buscando
utilizar essas informagdes em beneficio dessas pessoas e da sociedade. Assim, a etnoboténica e
a etnofarmacologia visam o estudo das inter-relagdes ser humano-planta de uma comunidade,
resgatando as informacdes passadas de uma geracio para outra, valorizando o conhecimento
tradicional dos povos e a utilizagdo pratica das plantas (Lopez, 2011; Anselmo et al., 2012).

Entre as espécies vegetais nativas e de uso etnofarmacoldgico encontra-se a
Casearia sylvestris Sw., citada na “Relacao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
SUS” (RENISUS) onde constam 71 espécies que podem atender as doengas com maior

incidéncia no Brasil (BRASIL, 2006).
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Estudo inicial do nosso grupo de pesquisa avaliou em painel de células tumorais
humanas, extratos hidroetandlicos 70% de trés plantas brasileiras utilizadas tradicionalmente, a
saber, Casearia sylvestris, Maytenus ilicifolia e Handroanthus impetiginosus, coletadas no
campus da ESALQ/USP, na cidade de Piracicaba, SP e no campus da FHO/UNIARARAS, na
cidade de Araras, SP. As andlises demonstraram que o extrato de C. sylvestris foi ativo para
todas as linhagens avaliadas, apresentando atividade moderada para as linhagens tumorais de
rim (786-0), mama (MCF-7), glioma (U251), melanoma (UACC-62), ovario (OVCAR-3) e
leucemia (K562) e atividade fraca contra as linhagens tumorais de célon (HT29), ovéario com
fendtipo de resisténcia (NCI-ADR/RES), pulmao (NCI-H460) e contra a linhagem imortalizada
de queratindcitos humanos (HaCaT). Os demais extratos foram inativos. Os resultados foram
concordantes com estudos da literatura que apontam para grande potencial das partes aéreas de
C. sylvestris no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o tratamento do cancer
(Soares, Gaspi & Ruiz, 2015).

Neste contexto, o presente estudo objetivou a ampliagdo das andlises com a espécie
Casearia sylvestris. Neste trabalho, foram preparados extratos de trés diferentes amostras de C.
sylvestris, sendo uma coletada no campus da UNICAMP, Campinas, SP e outras duas obtidas
em comércios (ervanarias) localizadas respectivamente nas cidades de Campinas, SP e
Piracicaba, SP, para a comparacgao de perfil quimico e das possiveis acdes farmacoldgicas dos

diferentes materiais vegetais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2019), cancer € o nome que
define um conjunto de mais de cem doencas que possuem como caracteristica comum o
crescimento desorganizado de células que invadem tecidos e 6rgaos. Estas células dividem-se
rapidamente e tendem a ser muito agressivas, formando tumores que podem espalhar-se para
outras regioes do corpo.

A exposicdo a diferentes agentes cancerigenos e fatores genéticos hereditarios,
associados ou ndo, podem levar a alteracdes no DNA celular, as quais podem resultar em
alteracdes nos processos celulares. A partir dessa iniciagado, as células alteradas podem ou nao
evoluir para uma massa tumoral com caracteristicas de invasdo tecidual. Esse processo &
conhecido como carcinogénese e pode ser dividido, didaticamente, em iniciagdo, promocao e
progressdo do cancer (INCA, 2019).

No Brasil, a estimativa para o biénio 2018-2019 indica a ocorréncia de
aproximadamente 600 mil novos casos de cancer para cada ano. Excetuando-se o cancer de pele
nao melanoma, os tumores mais incidentes em mulheres e homens serdo, respectivamente, os
canceres de mama (59.700 casos novos/ano) e de prostata (68.220 casos novos/ano) seguindo
uma tendéncia mundial (INCA, 2018).

As principais estratégias para o tratamento do cancer incluem cirurgia, radioterapia,
quimioterapia e imunoterapia. Todas elas, em maior ou menor grau, produzem efeitos colaterais
indesejados que variam de acordo com o sexo, a idade, o local da neoplasia e o tempo de
tratamento do paciente (Arisawa et al., 2005). Mesmo a quimioterapia alvo-dirigida, se por um
lado minimizou a incidéncia de efeitos colaterais usuais, relacionados a acdo sobre células
normais em ripida divisdo celular como queda de cabelo e imunossupressao, por outro também
apresenta efeitos colaterais que precisam ser considerados no delineamento do protocolo de
tratamento (Arisawa et al., 2005).

A grande incidéncia da doenga, os efeitos adversos resultantes do tratamento e a
possibilidade de reincidéncia do tumor fazem do cancer um grande problema de satude publica,
sendo necessdria a continuidade dos estudos que visam o desenvolvimento de novas drogas
para o tratamento desta doenca (Song et al., 2014; Siegel et al., 2016). Pensando em reduzir a

quantidade de efeitos colaterais provocados pelo tratamento faz-se necessirio o
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desenvolvimento de drogas mais seletivas que possam matar células tumorais sem afetar as

células normais (Khazir ef al., 2014).

2.2 Plantas medicinais

Além das substincias do metabolismo primadrio, as células vegetais produzem uma
grande variedade de metabdlitos secundarios. Esses metabdlitos sdo sintetizados pelas plantas
com a finalidade de interagirem com os demais organismos presentes no ambiente. Assim, essas
substancias podem atuar como defesa contra herbivoros e patégenos ou ainda para atracao de
agentes polinizadores (Brusotti et al, 2014). Ainda, os extratos vegetais podem conter produtos
naturais derivados de organismos endofiticos ou metabdlitos produzidos pelas plantas como
resultado da interacdo com estes microrganismos (Bernardini et al, 2017). Esses metabdlitos
podem ser agrupados em trés familias quimicas principais: alcaloides, terpendides e compostos
fenodlicos (Brusotti et al, 2014), que trabalham sinergicamente ou individualmente para fornecer
efeitos terapéuticos (Suntar, 2019).

A composicao dos metabdlitos secunddrios de uma planta depende de muitos fatores
como identidade da espécie, época da colheita, composicdo do solo, altitude, condicdes
climéticas, condi¢des de posse e armazenamento. Essas substidncias normalmente estdo
presentes em baixa quantidade no material vegetal e sua extracdo, purifica¢do e caracteriza¢ao
sdo desafios no processo de descoberta de medicamentos (Brusotti et al, 2014).

Em funcao de sua diversidade quimica, inimeros produtos naturais exibem atividades
farmacoldgicas, as quais explicam o uso milenar das plantas para fins medicinais. Assim,
inimeras pesquisas cientificas buscaram conhecer quimicamente essas substancias empregando
métodos de triagem e isolamento monitorados por testes bioldgicos. A partir da identificagdo
desses compostos, diversos estudos de sintese quimica foram realizados para a obten¢cdo com
pureza, eficécia, poténcia e seguranca aprimoradas das moléculas-alvo e seus derivados. Desta
forma, uma grande parte do arsenal terapéutico disponivel atualmente foi construido (Cragg &
Newman, 2013; Brusotti et al, 2014; Suntar, 2019). Em paralelo, varios estudos demonstraram
que, em muitas situacoes, os extratos vegetais eram mais ativos do que os compostos isolados
dos mesmos. Esses resultados sugeriram possiveis efeitos sinérgicos entre as substancias o que
incentivou o desenvolvimento de fitoterdpicos seguros e com custos relativamente menores do
que os de medicamentos preparados com moléculas isoladas (Bernardini et al., 2018).

Considerando-se tanto o uso das plantas medicinais como fonte de moléculas bioativas

quanto o uso como fitoterdpicos € em preparacdes extemporaneas, 0 primeiro passo para 0 uso
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adequado e seguro de uma planta medicinal € a correta identificacdo da espécie vegetal. Isso
deve ser feito a partir da preparacdo de exsicatas do espécime no momento da coleta, as quais
sdo depositadas em herbdrios e podem servir como material testemunha para coletas futuras.
No caso de material vegetal seco e moido, estudos microscopicos e de DNA podem evidenciar
caracteristicas particulares de cada espécie auxiliando na correta identificacdo. Todas essas
etapas devem ser conduzidas por especialistas e sdo primordiais para evitar o uso erroneo de

plantas que macroscopicamente podem ser bastante parecidas (Kellogg et al, 2019).

2.2.1 Casearia sylvestris

Casearia sylvestris Sw. foi descrita pela primeira vez em 1797 por Swartz na acta
“Flora Indiae Occidentalis”, acrescentada na obra “Flora Brasiliensis”, de Carl Friedrich Philipp
von Martius (1871). Inicialmente classificada na familia Bixaceae (Santos, 2008), atualmente
o género Casearia é descrito na familia Salicaceae (antiga Flacourtiaceae) (Lorenzi & Matos,
2008). Conhecida popularmente como "guagatonga", "apid-acanocu", "bugre-branco" e “café-
bravo” dentre outros, C. sylvestris € amplamente distribuida pelo Brasil (Lorenzi & Matos,
2008), sendo a espécie mais estudada do género Casearia Jacq, devido ao seu uso na medicina
popular (Bueno et al., 2016).

Uma grande variedade de sinonimias botanicas pode ser encontrada na literatura
para esta espécie. Sdo elas: C. affinis Gardner, C. attenuata Rusby, C. cambessedesii, C.
capitada (Ruiz et Pavon) Spreng., C. caudata Uitt., C. chlorophoroidea Rusby, C. ekmanii
Sleumer, C. formosa Urban, C. herbert-smithii Rusby, C. lindeniana Urban, C. lingua
Cambessedes, C. oblongifolia, C. onacaensis Rusby, C. ovoidea Sleumer, C. parviflora Wild.,
C. punctata Spreng., C. samyda (Gaert.) D.C., C. schulziana Schimidt, C. subsessiliflora Lund.,
Anavinga samyda Gaertn., Chaetocrater capitatum Ruiz et Pavon, Crateria capitata (Ruiz et
Pavon) Person, Guidonia sylvestris (Swartz) Maza, Samyda parviflora L., Samyda sylvestris
(Swartz) Poiret (Santos, 2008).

Segundo a base de dados Tropicos (2018), do Missouri Botanical Garden, a espécie
C. sylvestris apresenta 15 variedades, 2 sub-variedades e 2 sub-espécies, sugerindo que a mesma
possui grande plasticidade adaptativa a variagdes ambientais.

Uma vez que variagOes ambientais podem resultar em diferencas no perfil de
metabdlitos secundarios, Bueno e colaboradores (2015) avaliaram o perfil quimico dos extratos
das folhas de duas variedades de C. sylvestris presentes no estado de Sao Paulo, Brasil. Assim,

as folhas de C. sylvestris var. lingua, predominantemente encontrada na forma de arbustos (com
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folhas pequenas, coridceas, de coloracdo verde clara) em habitats abertos, forneceram extratos
ricos em compostos fendlicos. Por sua vez, as folhas de C. sylvestris var. sylvestris,
predominantemente apresentada na forma de drvores com altura superior a 2 metros (com
grandes folhas verdes escuras), encontrada em florestas imidas e densas, forneceram extratos
ricos em diterpenos de tipo clerodano.

Um levantamento bibliografico foi feito nas bases de dado Bireme (Lilacs e Scielo),
Pubmed (Medline), Scopus, Web of Science e Embase com o intuito de verificar o que ja havia
sido estudado a respeito da utilizacdo etnofarmacoldgica, da composi¢cdo quimica e das
atividades farmacolégicas comprovadas de partes de Casearia sylvestris.

Com base nesse levantamento, foi possivel evidenciar a utilizacdo do decocto das
folhas de C. sylvestris para controle dos niveis de colesterol por populares no municipio de Sao
Jodo do Polésine, RS, Brasil (Dorigoni et al., 2001), para tratamento de anemia por moradores
da comunidade Sitio Pindura, na cidade de Rosario Oeste — MT (Moreira & Guarim-Neto, 2009;
Pinto et al., 2013) e para melhora da imunidade por vendedores no mercado do Porto em Cuiaba
— MT (Pinto et al., 2013). Outro levantamento das plantas medicinais usadas por moradores de
uma comunidade localizada no bairro de Ponta Grossa, Porto Alegre, RS, constatou a utilizacao
popular de infusdesfeitas a base de folhas e ramos de C.sylvestris como cicatrizante, digestivas,
diuréticas, normalizadora da pressdo arterial, contra mé circula¢do do sangue, para o coragao,
como emagrecedora, para tratamento de alergias € coceiras, contra tosse, contra a gripe € no
tratamento de reumatismos (Vendruscolo et al., 2005).

J4 entre os relatos de uso por populacdes indigenas, foram encontrados o uso de
macerados ou decoctos da casca de C. sylvestris para tratamento de diarreia por indios da tribo
Karaja (Brasil) e para tratamento de resfriados e gripes por indios da tribo Shipibo-conibo
(Peru). Ja as raizes ou sementes trituradas sao utilizadas para tratamento de feridas, lepra topica
e como antiofidico por vdrias tribos indigenas brasileiras (Da Silva et al., 2008). Além disso, a
tribo Xucuru do estado de Pernambuco, utiliza extrato das folhas de C. sylvestris como
antiinflamatorio no tratamento de doencas venéreas, doencas do tutero e dos ovérios (Yazbek et
al., 2016). Atribui-se ainda as folhas de C. sylvestris acdes tOnica, depurativa, antirreumatica,
antiofidica, antidiarreica, entre outras, sendo catalogada como planta medicinal de interesse ao
Sistema Unico de Satide no Brasil (Ameni, 2015).

Embasados por levantamentos etnofarmacoldgicos, diversos estudos cientificos, in
vitro e in vivo, comprovam que tanto o 6leo essencial e quanto extratos das folhas de C sylvestris
apresentam atividades farmacoldgicas que sustentam a eficdcia de sua utilizagdo popular.

Foram encontrados 9 artigos que relatavam atividades farmacoldgicas do 6leo essencial das
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folnas de C. sylvestris, sendo elas antitumoral (3), antimicrobiana (2), efeito
gastroprotetor/antiulcerativo (1), efeitos clastogénicos/anticlastogénicos (1), antiparasitdria (1)
e antioxidante (1) (Tabela 1).

Com relacdo a composicao quimica do 6leo essencial das folhas de C. sylvestris, os
relatos encontrados (Tabela 1) parecem sugerir uma variagdo em funcio da localizacdo do
espécime em estudo. Mas este ndo parece ser o tnico fator a influenciar a composi¢ao quimica.
Um estudo avaliou a influéncia do periodo da coleta das folhas de C. sylvestris sobre a
composicdo do dleo essencial. Assim, tanto as folhas coletadas pela manha quanto as coletadas
a tarde resultaram em Oleo essencial com predominio de germacreno-D (entre 66 e 70%) e
germacreno-B (entre 10 e 20%). A varia¢io ocorreu nos sesquiterpenos minoritarios (entre 5 e
1%),sendo que no 6leo obtidos dasfolhas coletadas pela manha apenas -selineno e longifoleno
foram identificados, enquanto no 6leo essencial obtido a partir das folhas coletadas no periodo
da tarde foram identificados [-selineno, biciclogermacreno, longifoleno, y-muuruleno,
ygurjeno, d-cadineno e B-gurgeneno, sugerindo uma possivel inducao fotoquimica no rearranjo
de sesquiterpenos (Taninis et al., 2006).

Por sua vez, foram encontrados 50 artigos de estudos com extratos das folhas e/ou
partes aéreas, os quais relatavam atividade antitumoral (11), atividades ligadas a modulagdo da
dor (6), atividade antiparasitaria (5), anti-obesidade/efeito cardioprotetor (4), atividade
antimicrobiana (5), atividade antioxidante (4), efeito antinflamatério (3), efeito
gastroprotetor/antiulcerativo (2), atividade cicatrizante (2), antiofidico (2), atividade
antihiperglicémico (1) e atividade imunomoduladora (1) (Tabela 2). Ainda, foram encontrados
6 artigos que avaliaram os efeitos de toxicidade do extrato ou de substincias isoladas desta

espécie.
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Tabela 1- Atividades bioldgicas do dleo essencial de Casearia sylvestris encontradas na literatura

Composicio do Oleo Essencial

Local da Coleta . Atividade Referéncia
(% relativa)
Pereira et al.
-h 1 17. ’
Rio de Janeiro - SP, o-humuleno (17.8 %) Antiféingica, 2017a.
] spathulenol (11.8 %) . .
Brasil a-copaeno (8.5 %) Antitumoral Pereira et al.,
P w7 2017b.
o-zingibereno (48.3 %)
Sao Paulo - SP, B-cariofileno (14.2 %) Antitumoral Bou et al.,
Brasil y-muuroleno (5.1 %) 2013.
viridifloreno (5.0 %)
biciclogermacreno (43.6 %)
Campinas - SP, B-cariofileno (18.1 %) . Da Silva et al.,
Antitumoral

Brasil

o-humuleno (15.9 %)
germacreno B (5.2 %)

2008.

Alfenas - MG,
Brasil

biciclogermacreno (40,9 %)
B-acoradieno (20,8 %)
spathulenol (12,6 %)
thujopseno (5,2 %)

Anti-inflamatoério

Esteves et al.,
2011.

Cascavel - PR,

diidrocarveol (27,6 %)

Nogueira Diaz

] B-cariofileno (21,5 %) Antimicrobiano
Brasil cadineno (18.5 %) et al., 2009.
Chapeco - SC, B-cariofileno (27.5 %) clas];:(felétr(l)ico / Sousa et al.,
Brasil biciclogermacreno (24.2 %) . g . 2007.
Anticlastogénico

Alfenas - MG,
Brasil

biciclogermacreno (40.9 %)
B-acoradieno (20.8 %)
B-cariofileno (13.8 %)
spathulenol (12.6 %)
thujopseno (5.2 %)

Anti-ulcerogénico
Anti-inflamatdrio

Esteves et al.,
2005.

Araraquara - SP,
Brasil

B-cariofileno (22.2 %)
germacreno D (19.6 %)
biciclogermacreno (12.2 %)
isoledeno (9.0 %)
d-cadineno (6.6 %)

Antiparasitario

Moreira et al.,
2019.

Fonte: A autora.
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Tabela 2 - Atividades bioldgicas de extrato de Casearia sylvestris encontradas na literatura.

Atividade Tipo do Extrato Parte Utilizada Referéncias
Etandlico Folhas Da Silva et al, 2009.
Hexanico Folhas, raizes e De Mesquita et al, 2009.
casca
Etandlico Folhas Dos Santos et al, 2010.
Hidroetandlico Folhas Felipe et al, 2014.
Antitumoral Etandlico Folhas Ferreira et al, 2010.
Etandlico Folhas Ferreira et al, 2014.
Etandlico Folhas Ferreira et al, 2016.
Metanolico Folhas Ferreira-Silva et al, 2017.
Etandlico Folhas Prieto et al, 2012.
Etandlico Folhas Prieto et al, 2013.
Aquoso Partes aéreas Da Silva et al, 2006.
Etandlico Folhas De Aratijo et al, 2017.
Hidroalcodlico Folhas De Mattos et al, 2007.
Modulagéo da dor Hidroalcodlico Folhas Piovezan et al, 2017.
Hidroalcodlico Folhas Werner et al, 2015.
rago Folhas Yoshida et al, 2016.
Metandlico Folhas Antinarelli et al, 2015.
Metandlico Folhas Bou et al, 2014.
Antiparasitério Hexéanico Folhaczsrcz;izes ¢ De Mesquita et al, 2005.
Hexanico Folhas, raizes e De Mesquita et al, 2007.
casca
Etandlico Folhas Slomp et al, 2009.
Etandlico Folhas Espinosa et al, 2015.
Antiobesidade Hidro(r;‘g%‘élico Folhas Frediani ef al, 2014.
/Cardioprotetor
Metandlico Folhas Schoenfelder et al, 2008.
Hidroalcodlico Folhas Werle et al, 2009.




Tabela 2 — cont.

Atividade Tipo do Extrato Parte Utilizada Referéncias
Etanolico Folhas DA SILVA et al, 2008.
Etandlico Folhas ESPINOSA et al, 2015.
Antimicrobiano Etandlico Folhas RAMOS et al, 2008.
Etandlico Folhas Spésito et al, 2019.
Aquoso Folhas Tavares et al, 2008.
Hidroalcodlico Folhas Albano et al, 2013.
Etandlico Folhas De Aradjo et al, 2015.
Antioxidante
Etandlico Folhas Espinosa et al, 2015.
Hidroalcodlico Folhas Menezes et al, 2004.
Hidroalcodlico Folhas Albano et al, 2013.
Antinflamatério Hexal}lf:o ¢ Folhas, Caﬁca, Napolitano et al, 2005.
etanodlico Caule e Raizes
Etandlico Folhas Pierri et al, 2017.
Gatroprotetor/ Etandlico Folhas Fialho et al, 2010.
Antiulcerativo Etan6lico Folhas Flausino ef al, 2009.
Hidroalcodlico Folhas De Campos et al, 2015.
Cicatrizante
Aquoso Partes aéreas Lipinski et al, 2012.
Aquoso Folhas Cavalcante et al, 2007.
Antiofidico
Aquoso Partes aéreas De Paula et al, 2010.
Imunomodulador Etandlico Folhas Gusman et al, 2015.
Antihiperglicémico Aquoso Folhas Buccioli et al, 2012.

Fonte: A autora.

24

InvestigacOes fitoquimicas do género Casearia permitiram a identificagdo de mais

de 285 compostos, incluindo terpendides, esteroides, fenilpropandides e flavondides (Bueno et

al., 2016). Destes compostos, 152 s@o diterpenos do tipo clerodano, considerados marcadores

taxondmicos do género (Xia et al., 2015).

Até o momento, andlises fitoquimicas das folhas, caule, casca, raizes e sementes da

espécie C. sylvestris revelaram a presenca de 41 diterpenos de clerodano, que incluem 12

casearinas (A-X), 5 sylvestrisideos (A-E), 5 caseariasideos (A-E), 3 casearvestrinas (A-C), 1
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caseargrewiina (F), 1 sylvestrina, entre outros. Além dos diterpenos do tipo clerodano, outros
compostos  identificados nesta espécie incluem diterpendides ndo-clerodanos,
sesquiterpendides, esterdides (daucosterol e estigmastano-3f,6a-diol), fenilpropandides (6
casearialignanas A-F, entre outros) e compostos fendlicos, como dcido eldgico e derivados,
tirosol e rutina (Itokawa et al., 2000; Wang et al., 2009, Xia et al., 2015; Bueno et al., 2016.)
Levando em conta os resultados anteriores do grupo de pesquisa e os dados obtidos
da literatura, este trabalho teve por objetivo comparar o perfil fitoquimico de amostras de C.
sylvestris adquiridas de diferentes procedéncias, analisar atividade antiproliferativa in vitro e
correlacionar a composicdo quimica com as atividades observadas, contribuindo assim para o

conhecimento do uso medicinal desta espécie.
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3 PROPOSICAO

3.1 Geral

Comparacdo do perfil quimico e de atividades farmacoldgicas in vitro de extratos

obtidos a partir das folhas de Casearia sylvestris obtidas de diferentes procedéncias.

3.2 Especificos

Determinacdo do método extrativo através de 3 diferentes técnicas de extracdo:
turboliza¢ao com Ultraturrax®, agitacdo mecanica e agitacado magnética;

Extracdo das partes aéreas de C. sylvestris obtidas em ervanarias locais e coletadas
no Campus através de turbolizacdo em trés sistemas solventes: extracdo direta com
diclorometano, extracdo sucessiva com diclorometano e etanol 70%; extracao direta com etanol
70%;

Determinacao da quantidade de fendlicos totais dos extratos;

Andlise qualitativa por CCD e HPLC/UV para comparagao do perfil quimico dos
extratos;

Avaliagdo in vitro dos extratos em linhagens celulares humanas, tumorais € nao
tumoral, de efeitos sobre proliferacao celular.

Avaliacdo in vitro da acdo estrogénica/antiestrogénica dos extratos com melhor

desempenho na avalia¢do de atividade antiproliferativa.
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4 MATERIAL E METODOS

A Figura 1 apresenta o esquema geral do estudo realizado com amostras de partes
aéreas de C. sylvestris obtidas de diferentes fontes. Cada uma das etapas serd detalhada ao longo

do texto.

Figura 1 - Esquema geral do estudo realizado com amostras das partes aéreas de C. sylvestris obtidas de

fontes distintas.

Partes Aereas de C. Sylvestris

A- Coletada
B- Ervanaria Piracicaba
C- Ervanaria Campinas

Extracio
¥ L d
Diclorometano Ftanol 70%
(DCM) (ETOH 70%)
A3 B3 C3
Etanol 70%
Al Bl | Cl1 (ETOH 70%)

h 4

Invitro
— Analise por HPLC/UV — E-screen
—s Teor de fenélicos totais - Al Bl — Clonogénico
— Atividade antiproliferativa in vitro

Fonte: A autora
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4.1 Material Vegetal

A atividade de acesso ao Patrimonio Genético/CTA foi cadastrada no SisGen,
conforme requisito previsto na Lei n® 13.123/2015, sob o numero de cadastro AF16D29, em
22/10/2018 (Anexo 1).

A coleta das partes aéreas de C. sylvestris (225,0 g) foi realizada durante o periodo
da tarde, no final do més de maio de 2018, no campus da Universidade Estadual de Campinas,
localizada na cidade de Campinas, estado de Sdo Paulo. A planta estava em ambiente aberto e
com direta exposi¢do a luz solar. A identificag@o e a coleta foram realizadas sob supervisdo da
profa. Dra. Maria do Carmo do Amaral e do técnico em botanica Jodo Carlos Galvdo, ambos
do Instituto de Biologia da Unicamp. Apds coleta, o material vegetal foi pesado e disposto para
secagem na sombra e em temperatura ambiente até peso constante. O processo de secagem foi
realizado de modo a reproduzir o mesmo utilizado por populacdes tradicionais.

Foram ainda adquiridas duas amostras de 100,0 gramas cada, de partes aéreas de C.
sylvestris, comercializadas em duas ervanarias, uma localizada na cidade de Piracicaba, SP e

outra localizada na cidade de Campinas, SP.

4.2 Preparacao dos Extratos

A etapa fitoquimica foi realizada no laboratério de graduacdo da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas - UNICAMP com auxilio e supervisiao da Profa. Dra. Mary Ann Foglio
e dos técnicos de laboratério Arthur Kael Rodrigues da Pia e Débora Zorrén Berlinck, e no
Laboratério de Fitoquimica, Farmacologia e Toxicologia Experimental (LaFTEx) da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas — UNICAMP com auxilio e supervisdo da Dra. [lza Maria de
Oliveira Souza e dos técnicos em quimica Dayana Joicy Santana e Kaio Eduardo Buglio.

Para avaliacdo e determinacdo do melhor processo de extragdo por agitacio em
temperatura ambiente, foram testadas trés técnicas: 1) tuborlizagdo por Ultraturrax
(Homogeneizador T10 basic, IKA®); 2) agitacdo mecanica (Agitador 713, Fisatom) e 3)
agitacdo magnética (Agitador SL-92, Solab).

Nessas circunstancias, aliquotas (10g cada) da amostra B foram extraidas por
turbolizacdo com Ultraturrax (Nivel 4 + 16.500 RPM), agitacdo mecanica a (Nivel 20 + 1000
RPM) e agitacdo magnética (Nivel 27 + 800 RPM), com diclorometano (DCM), na propor¢ao
de 1:20 (p:v), por 15 minutos, sendo o processo repetido trés vezes. Apds reunido dos filtrados
e andlise visual dos residuos vegetais e dos extratos fluidos obtidos, optou-se pelo método de

extragdo por turboliza¢do para preparacdo dos extratos das trés amostras de C. sylvestris.
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Assim, aliquotas (10 g cada) das folhas secas de C. sylvestris, provenientes de
campus Unicamp (A), ervanaria Piracicaba (B) e ervanaria Campinas (C), foram extraidas
diretamente com DCM (extratos 1) e sucessivamente com solu¢@o hidroetanélica 70% (EtOH

70%) (extratos 2) ou diretamente em EtOH 70% (extratos 3) (Figura 2).

Figura 2 - Fluxograma do processo de extragcdo das folhas de Casearia sylvestris.

Turbolizacdo por

Ultraturrax®
1 II 1
Amostra Coletada Amostra Ervanaria Amostra Ervanaria
Unicamp (A) Piracicaba (B) Campinas(C)

'_'_I 1 1 1 1 1 1

Al A3 B1 B3 C1 C3
(DCM) (EtOH 70%) (DCM) (EtOH 70%) (DCM) (EtOH 70%)
A2 J B2 J I_ C2
(EtOH 70%) (EtOH 70%) (EtOH 70%)

Amostra: 10 g; Propor¢do planta:solvente = 1:20 p:v (folhas). Origem das amostras: Coletada no campus da
Unicamp (A), obtida na ervanaria de Piracicaba, SP (B) e obtida na ervanaria de Campinas, SP (C). Método
extrativo: turbolizacdo por Ultraturrax®. Sistemas solventes: extrac@o direta com DCM (1) sucessiva com EtOH

70% (2) e direta com EtOH 70% (3). Fonte: A autora.

Em todos os processos extrativos, foram realizados trés ciclos de exposi¢ao do
material vegetal ao sistema solvente, sempre na proporcao de 1:20 (p:v). Ao fim de cada ciclo
foi realizado processo de filtracio em papel para separacdo do residuo vegetal, os filtrados
resultantes de cada ciclo foram reunidos e filtrados novamente. O solvente organico foi
eliminado por evaporacdo a vacuo, na temperatura de 40 °C, em evaporador rotativo (R-200,
BUCHI), sendo os resultantes expostos a jatos de ar comprimido, com auxilio de uma bomba
de aquario adaptada, para evaporacdo da dgua residual e obten¢do dos extratos brutos secos
(EBS).

Durante este processo, todos os trés extratos da amostra obtida na ervanaria de
Campinas (C1, C2 e C3) foram contaminados por fungos e por isso foram descartados. Para as
andlises subsequentes foram empregados os seis extratos restantes (Al, A2, A3, B1, B2 e B3),

que foram pesados, aliquotados e armazenados em geladeira até o momento das anélises.
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4.2.1 Analise do Teor de Fenoélicos Totais

Principio do método: Compostos fendlicos sdo compostos que possuem um ou mais
anéis aromdticos com um ou mais grupos hidroxila (Dai & Mumper, 2010). O método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau € utilizado para quantificacdo de compostos fendlicos. O
reagente de Folin-Ciocalteau € formado pela mistura de dcidos fosfomolibidico e fosfotingstico
que podem ser reduzidos na presenca de anions fenolatos, gerados em meio alcalino pela
desprotonagao dos compostos fendlicos. Essa reacdo de redugdo leva a formacao de complexo
molibdénio-tungsténio, de coloragdo azul. A intensidade da coloragdo € proporcional a
concentracdo de substancias redutoras o que possibilita a determinacdo do teor de substancias
fendlicas totais nas amostras (Oliveira et al., 2009). O teste seguiu protocolo elaborado por
Singleton & Rossi (1965) com adaptacdes de Alves e colaboradores (2010).

Protocolo: Aliquotas das amostras em estudo (Al, A2, A3, Bl, B2 e B3) foram
solubilizadas em 4gua destilada, na concentracao final de 1000 pg/mL e em seguida, diluidas
com dgua destilada até as concentragdes de 15,6; 31,2; 62,5; 125; 250 e 500 pg/mL. De modo
similar, preparou-se a curva de calibracdo (Tabela 3) de dcido galico (398225 — Sigma Aldrich)
a partir de uma solug¢do aquosa na concentracdo de 1000 pg/mL. Foram ainda preparadas,
imediatamente antes do inicio do teste, as solu¢gdes de carbonato de sédio 7,5% (6392 — Merck)

e do reagente de Folin-Ciocalteau (FC, 1:10, em 4dgua) (F9252- Sigma Aldrich).

Tabela 3 — Preparacdo da curva de calibracdo de 4cido gélico para andlise do teor de fendlicos totais.

Padrées Concentracio final ~ Acido galico* Agua destilada

(ug/mL) (uL) (uL)
P1 5 5 995
P2 10 10 990
P3 20 20 980
P4 40 40 960
Ps 60 60 940
P6 80 80 920
P7 100 100 900

*Volumes utilizados da solu¢do estoque a 1000 pg/mL

Em microplaca de 96 compartimentos (Figura 3), pipetou-se as diferentes
concentragdes das amostras e dos padroes de acido gélico (30 pL/compartimento, em triplicata).

Em todos os compartimentos da primeira linha da placa, pipetou-se agua destilada (30
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puL/compartimento) para preparacdo do branco da reacdo. Adicionou-se entdo, em todos
compartimentos, as solucdes recém preparadas de FC (1:10, 150 pL/compartimento) e de
carbonato de soédio (NaxCOs3, 7,5%, 120 pL/compartimento), totalizando 300 uL por

compartimento.

Figura 3- Desenho experimental da placa de 96 compartimentos utilizada na analise do teor de fendlicos

totais.

7 8 9 10 M 12

Branco
Agua Destilada

30 pl/Compartimento

Solug¢do de Folin (1:10)

150 pL/Compartimento

Solugdo de Na ,CO, 7,5%

I O "M m g O W >

| 120 pL/Compartimento

Padriio 1-7 Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
(5. 10, 20, 40, 60, (1000; 500; 125; 62,5; 31,2; 15,6 pg/mL)
80 e 100 pg/mL)

30 puL/Compartimento

30 puL/Compartimento

Padriio: Acido gélico (5, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 ug/mL, em triplicata); Amostra-teste (até 3 por placa): 15,6; 31,2;
62,5; 125; 250, 500 e 1000 pg/mL (em triplicata); Branco: dgua destilada. Ap6s aplicacdo do branco, das amostras,
e do padrao (30 pL/compartimento), foram adicionados em todos os compartimentos as solugdes de Folin-

Ciocalteau (1:10, 150 uL/compartimento) e de NA,COs (7,5%, 120 uL/compartimento). Fonte: A autora.

As microplacas foram incubadas por 15 minutos a 45 °C, e em seguida mantidas a
temperatura ambiente por 30 minutos, sempre sob abrigo da luz. A leitura espectrofotométrica
a 765 nm foi realizada em espectrofotometro com leitor de microplacas (VersaMax, Molecular
Devices). O acido galico foi utilizado como composto fendlico de referéncia e os resultados das

amostras foram expressos como mg equivalente de 4cido galico (EAG)/g de amostra.
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4.2.2 Analise Qualitativa por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Principio do método: A cromatografia em camada delgada (CCD) € uma técnica de
adsorc¢do liquido—soélido, onde a separacdo se da pela diferenca de afinidade dos componentes
de uma mistura pela fase estaciondria. Essa técnica pode ser usada tanto na escala analitica
quanto na preparativa sendo a silica gel a fase estaciondria mais utilizada. Uma vez que as fases
estaciondrias mais usadas sdo extremamente polares, ndo devem ser utilizadas fases méveis
pouco polares, que nao removeriam os compostos do ponto de aplica¢do. Fases méveis muito
polares também ndo sdo indicadas uma vez que s@o capazes de arrastar os componentes da
amostra até o topo da placa. Em vista disso, melhores resultados s@ao obtidos com misturas de
solventes, de modo a se obter uma polaridade média em relacdo a polaridade dos componentes
da amostra (Degani, Cass & Vieira, 1998).

Protocolo: As condi¢des de andlise por CCD foram selecionadas com base em
protocolos do livro “Plant Drug Analysis — A Thin Layer Cromatography Atlas” de Wagner &
Bladt, 1984, com adaptacdes. Aliquotas (3 mg) das amostras Al, A2, A3, B2 e B3 foram
diluidas em 1 mL do solvente utilizado para extracdo e aplicadas (10 puL cada) em
cromatofolhas de aluminio contendo TLC - Silica gel 60 Fzss. Cada cromatofolha permitiu
andlise de todas as amostras simultaneamente.

Foram preparadas duas fases moveis distintas: 1 = acetato de etila:dcido
férmico:4cido acético glacial:dgua (100:11:11:27) e 2 = diclorometano:metanol (99:1). Para
cada fase movel preparada foram analisadas duas cromatoplacas contendo as amostras. As
corridas ocorreram individualmente com as cubas devidamente ambientadas. Apds término da
corrida as cromatoplacas foram reveladas com solu¢do de anisaldeido ou expostas ao reagente

NP/PEG e observadas a olho nu e a 254 ¢ 365nm.

4.2.3 Analise Qualitativa por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
detector UV/VIS (HPLC-UYV)

Principio do método: A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) € uma
técnica cromatografica que emprega uma fase mével liquida enquanto a fase estaciondria pode
ser liquida ou sélida para separar os componentes de uma amostra. As fases estaciondrias
podem ser classificadas de acordo com o mecanismo pelo quais estas separam as moléculas. O
detector de absorbancia UV-visivel € o detector de HPLC mais comum em uso, detectando
compostos que absorvem na regido de 190 a 600 nm (Swartz, 2010).

Protocolo: As condi¢des de andlise por HPLC foram selecionadas com base no

protocolo de analise de diterpenos clerodanicos e compostos fenolicos de C. sylvestris, descrito
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por Bueno e colaboradores (2015) com adaptacdes. Aliquotas (cerca de 8 mg) das amostras Al,
A2, A3, B2 e B3 foram diluidas em acetonitrila:dgua deionizada (1:1, 5 ml). Para dilui¢do da
amostra B1 foi utilizada a mistura acetonitrila:dgua deionizada:metanol (3,5:1:0,5, 5 ml) para
completa solubilizagdo. Apos filtracdo em filtro de nylon de 0,22 um, uma aliquota de 1,0 ml
de cada solugdo preparada foi transferida para vial para a injecdo automadtica da amostra. As
amostras foram analisadas em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (LC-2030, Shimadzu)
equipado com detector UV/VIS. Foram realizadas anélises em duas colunas analiticas, coluna
Gemini 5u C18 (250 x 4,6 mm, 110 A) e coluna Phenomenex Luna 5u CN (250 x 4,6 mm, 100
A). Um padrdo de quercetina (Merck) (I mg/mL em acetonitrila:dgua deionizada 1:1) foi
avaliado nas mesmas condi¢des experimentais.

As condicdes cromatogréficas utilizadas foram fluxo de 1 mL/min, temperatura do
forno de 35° C e volume de inje¢do de 10 pul. A fase movel consistiu em solugdo aquosa de
acido férmico 0,1% de (A) e acetonitrila (B) em gradiente de elui¢dao (10-25% de B de 0 a 15
min, 25-90% de B até 35 min, mantendo 90% de B até 55 min retornando a condicao inicial
em 2 min com tempo de equilibrio de 3 min). Os cromatogramas foram adquiridos em 235 nm

e 254 nm e os dados processados usando o software do equipamento.
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4.3 Avaliacao Farmacolégica in vitro

As etapas farmacoldgicas foram realizadas no Laboratério de Fitoquimica,
Farmacologia e Toxicologia experimental (LAFTex) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
— UNICAMP e no Laboratério de Cultura de Células do Instituto de Quimica, com auxilio e

supervisao da Dra. Ana Licia Tasca Gois Ruiz e da Ma. Lucia Elaine de Oliveira Braga.

4.3.1 Avaliacao Farmacoldgica em Cultura de Células
4.3.1.1 Linhagens Celulares

A fim de evitar contaminacdo e garantir a viabilidade celular, os testes foram
realizados sob condi¢des assépticas em ambiente controlado de fluxo laminar biolégico,
utilizando materiais e reagentes esterilizados de acordo com a natureza de cada um.

As linhagens tumorais MCF-7, U251 e NCI-H460 foram cedidas pelo Frederick
Cancer Research & Development Center - National Cancer Institute, dos Estados Unidos (NCI,
EUA). As linhagens tumorais MDA-MB-231 e MCF-7/AZ foram cedidas pela USP/Sao Carlos
enquanto que as linhagens ndo tumorais humanas HaCaT e MCF-10A foram cedidas pela
FOP/Unicamp e pela UNIFRAN, respectivamente.

As células tumorais estavam armazenadas em criotubos, devidamente identificados,
organizados em caixas de papeldo acopladas a uma rack e submergidas em tambor contendo
nitrogénio liquido. Para utilizacdo nos experimentos os criotubos foram descongeladas através
de descongelamento rdpido e as células imediatamente inoculadas em garrafas T25 (Corning
®) contendo meio completo [meio RPMI 1640 (Nutricell, Brasil) com vermelho fenol
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Vitrocell, Brasil) e 1% de
penicilina:estreptomicina (1000 U/mL:1000 pg/mL, Vitrocell, Brasil)]. Cada linhagem foi
inoculada em uma garrafa individual devidamente identificada.

Todas as linhagens foram mantidas em cultura em meio completo — suplementado
com 5% de soro fetal bovino, em garrafas T25 ou T75, em incubadora com atmosfera
umidificada, com 5% de CO», a 37 °C, realizando manutencao e troca do meio de acordo com
as necessidades das células.

Em alguns momentos, quando ndo havia mais espaco para crescimento celular, foi
necessdrio realizar dissociagdo enzimdtica das células aderidas através da utilizacdo de tripsina.
Cada vez que este processo foi realizado aumentou-se uma vez o nimero de passagem daquela

garrafa. O nimero de passagens se refere ao numero de vezes que essa cultura foi subcultivada.
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Para utilizacdo nos experimentos todas as células de todas as linhagens utilizadas se

encontravam dentro da faixa de 4-12 passagens.

Tabela 4 - Linhagens celulares tumorais e ndo tumorais (imortalizadas) humanas utilizadas nos estudos

in vitro
D.L*
Linhagem Orgio/Doenca (x 10*
cel/mL)
MCF-7 Mama; adenocarcinoma 6,0
MCF-7/AZ Mama; adenocarcinoma 4,0
MDA-MB-231 Mama; adenocarcinoma 4,0
MCF-7/10A Mama; epitelial / Nao tumoral 4,0
NCI-H460 Pulmao; carcinoma tipo ndo pequenas células 4,0
U251 SNC; glioma 4,0
HaCaT Pele (queratinécito) / Nao tumoral 4,0

# D.1.= densidade de inocula¢@o para o teste de atividade antiproliferativa.

4.3.1.2 Preparacao das Amostras

Todas as amostras foram previamente solubilizadas em dimetilsulfé6xido (DMSO,
Merck) na concentracdo de 100 mg/mL, com auxilio de vértex (Vortex Mixer — Fischer
Scientific), e em seguida submetidas a diluicdo seriada com meio completo para obtencdo das
concentragdes finais empregadas em cada teste. Doxorrubicina (Eurofarma) e Tamoxifeno
(Sigma Aldrich), utilizados como controles positivos de atividade antiproliferativa, foram

diluidos seguindo o mesmo protocolo.

4.3.1.3 Avaliacao de Atividade Antiproliferativa

A atividade antiproliferativa dos extratos foi realizada seguindo protocolo descrito
por Monks e colaboradores (1991), com adaptagdes. As linhagens celulares utilizadas, bem
como a densidade de inoculacdo das mesmas estdo descritas na Tabela 4.

Em placas de 96 compartimentos denominadas placas T1 (tratadas), a suspensao
celular foi inoculada (100 pL/compartimento, 66 compartimentos por placa), uma placa para
cada linhagem celular. Uma outra placa de 96 compartimentos, denominada placa TO (controle
de células no inicio do experimento) (Figura 4), foi preparada com ind6culos de todas as
linhagens celulares (100 pL/compartimento, sextuplicata). As placas foram incubadas a 37°C

em atmosfera umida com 5% de CO-, por 24 horas.
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Figura 4- Desenho experimental da placa controle TO contendo todas as linhagens celulares utilizadas

no experimento.
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Linhagens tumorais humanas: MCF-7 (adenocarcinoma de mama que superexpressa receptores de estrégeno);
MCEF-7/AZ (adenocarcinoma mama que superexpressa receptores de estrégeno e de progesterona); MDA-MB-231
(carcinoma de mama triplo negativo) NCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas células) e U251 (glioma). Linhagens

nao tumorais humanas: MCF-10A (mama) e HaCaT (queratindcito). Fonte: A autora.

Ap6s 24 horas de incubacgdo, as células das placas T1 foram expostas a quatro
concentracoes (0,15; 1,5; 15 e 150 pg/mL) das amostras em teste. Como controle positivo de
atividade antiproliferativa foram utilizados os quimioterapicos Doxorrubicina (0,015; 0,15; 1,5
e 15 pg/mL) e Tamoxifeno (0,15; 1,5; 15 e 150 pg/mL). Cada placa permitiu a anélise de 5

amostras simultaneamente (Figura 5).

Figura 5 - Desenho experimental da placa de 96 compartimentos do teste de avaliagdo de atividade

antiproliferativa in vitro, para cada linhagem testada.
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Fonte: A autora.
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A fim de determinar a quantidade de células presentes no inicio do experimento,
logo ap6s adi¢do das amostras nas placas T1, a placa TO foi fixada com acido tricloroacético
(TCA, Sigma®, 50%, 50 ul/compartimento) e mantida por 1 hora a 4 °C. Em seguida, foi
lavada em 4gua corrente quatro vezes consecutivas para remog¢ao de residuos de TCA, meio,
soro fetal bovino e metabdlitos secundarios. O TCA atua como fixador precipitando proteinas,
permitindo que células vidveis se mantenham fixas na placa, enquanto os residuos se
desprendem com a lavagem em dgua corrente (Fiorito, 2016).

As placas T1 foram incubadas por 48 horas a 37°C em atmosfera imida com 5% de
CO2 e, apos esse periodo, foram fixadas por TCA seguindo o mesmo processo realizado com a
placa TO.

Ap6s secagem a temperatura ambiente, as células fixadas foram coradas com
sulforrodamina B (SRB Sigma®) 0,4% (p/v) dissolvida em 4cido acético 1% (50
pL/compartimento) e mantidas por 20 minutos a temperatura ambiente. A sulforrodamina B é
um corante proteico utilizado por se ligar nas aminas presentes nas proteinas celulares das
células vidveis (Monks et al., 1991). Apds lavagem com solucdo de acido acético a 1% para
remog¢ao do excesso de corante e secagem em temperatura ambiente, o corante ligado as
proteinas celulares foi solubilizado com Trizma Base (10 uM, pH 10,5, Sigma®, 150
pL/compartimento).

Os resultados foram analisados através de leitura espectrofotométrica das
microplacas (em 540 nm) no leitor (Molecular Devices®, modelo VersaMax). As médias das
absorbancias foram calculadas descontando o valor de seus respectivos brancos.

A proliferacao celular (%) de cada linhagem testada frente as diferentes amostras
foi calculada por regra de trés, considerando-se os valores de absorbéincia das células vidveis
sem tratamento ao final (T1) e no inicio (TO) do periodo de exposicao e das células que foram
tratadas com as amostras (C). Assim:

Se C > T1, a amostra estimulou o crescimento.

Se TO < C, a amostra foi citostatica: proliferacdo celular = 100 x [(C-TO / T1-T0)]

Se C < TO, a amostra foi citocida: proliferacio celular = 100 x [(C-TO0 / TO)].

Com esses valores de proliferacdo celular, foram construidas curvas de crescimento
celular de cada linhagem em funcdo da concentracdo da amostra. A partir delas foram
calculadas a concentragdo efetiva denominada TGI (do inglés Total Growh Inhibition,
concentracdo necessdria para inibi¢do total de crescimento celular) através de regressao ndo

linear, tipo sigmoidal, empregando-se software ORIGIN 8.0 (OriginLab Corporation). Este
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parametro foi utilizado para comparar a poténcia das amostras e evidenciar a seletividade das

mesmas.

4.3.1.3. Teste Clonogénico

Principio do método: O ensaio clonogénico € um método bastante confidvel para a
avaliacdo da toxicidade in vitro. Permite detectar células que, apds tratamentos que podem
causar morte reprodutiva celular, mantiveram a capacidade de produzir um grande nimero de
progénies. Diferente de outros testes de viabilidade que mensuram um efeito bioldgico
especifico, este se baseia na capacidade de uma tnica célula se proliferar e dar origem a uma
coldnia, permitindo mensurar efeitos bioldgicos mais amplos (Franken et al., 2006; Franchi et
al., 2012).

Protocolo: O teste clonogénico foi realizado com base nos protocolos descritos por
Franken e colaboradores (2006) com adaptacdes. Com base nos resultados dos testes de
atividade antiproliferativa, foram selecionadas para esta avaliacdo as linhagens tumorais de
mama MCF-7 (d.i. 6 x 10* ml"") e a linhagem ndo tumoral de mama MCF-10A (d.i. 6 x 10* mI’
1, cultivadas em garrafas T25 (1 garrafa/tratamento).

Quando a camada celular atingiu cerca de 80% de confluéncia, as células foram
tratadas por 48 horas com amostras Al e B1 de C. sylvestris (mais ativas no teste de atividade
antiproliferativa), em duas concentragdes: Al (1 e 10 pg/mL) e B1 (2 € 20 ug/mL), nas préprias
garrafas. Também foi preparada 1 garrafa de cada linhagem contendo células ndo tratadas
(controle negativo).

Ap6s o periodo de exposi¢do, as células foram lavadas com tampao PBS,
tripsinizadas e recolhidas em meio completo (5 mlL/garrafa). A densidade celular de cada
suspensao foi determinada através de contagem de células em ciAmara de Neubauer, com auxilio
de solucdo de azul de tripan (Merck). Em seguida, cada suspensao celular foi ajustada para 200
células vidveis por mililitro de meio de cultura completo, sem nova adi¢cdo de amostra, e
plaqueada em placas de 6 compartimentos (2 mL/compartimento), em triplicata (Figura 6). Em
seguida, as placas foram incubadas por um periodo de 10 dias (pelo menos 8 ciclos celulares
completos) para o desenvolvimento das coldnias, com troca de meio de cultura no sétimo dia

de experimento.
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Figura 6- Desenho experimental do plaqueamento, em placas de 6 compartimentos, das células tratadas
em garrafas T25 com duas concentracdes de extratos elaborados a partir de duas amostras de
folhas de Casearia sylvestris de diferentes procedéncias.

2 3 ]
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. . . Células tratadas com:

1 2 3

Células tratadas com:

A == Amostra B1 - 2ug

B > Amostra Al - 10pg |5
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. . . Células tratadas com:

Amostras: Al = folhas coletadas no campus Unicamp/Bardo Geraldo; B1 = folhas adquiridas em ervanaria em

Piracicaba, SP. Extratos obtidos a partir de turbolizacdo com diclorometano. Fonte: A autora.

Por fim, o meio de cultura foi cuidadosamente removido e os compartimentos foram
lavados, uma tdnica vez, com solu¢do de tampao fosfato em salina de Dulbecco (D-PBS, 2
mL/compartimento). As colOnias foram entdo fixadas com Metanol:D-PBS (1:1, v/v, 2
mL/compartimento) por 2 minutos, as solu¢des foram desprezadas e em seguida as coldnias
foram fixadas com Metanol 100% (2 mL/compartimento) por 10 minutos, ao final dos quais a
solug¢do foi desprezada. Apds secagem completa a temperatura ambiente, as colonias foram
coradas com solugdo de cristal violeta (Merck Millipore, Brasil; 0,1% em agua destilada, 2
mL/compartimento) durante 10 minutos, seguida de trés etapas de lavagem em agua de torneira
(2 mL/compartimento), 3 etapas de lavagem com dgua destilada (2 mL/compartimento) e
secagem completa a temperatura ambiente.

Com auxilio de microscépio Optico invertido, foi determinado o nimero de coldnias
por tratamento. Foi considerada como 1 coldnia os aglomerados celulares com pelo menos 50
células cada. Com esses resultados foram calculadas a efici€éncia de plaqueamento (EP, Equacao
1) e a fracdo de coldnias que sobreviveram (FS, Equacdo 2) apds o tratamento com a F2

conforme descrito por Franken et al. (2006).

EP (%) = [(n° coldnias no controle/ n° células semeadas por pogo)] / n® de replicatas x 100 (Eq. 1)
FS (%) = [(n® colodnias no tratamento/ n° células semeadas por poco)] /(n° de replicatas x EP) x 100 (Eq.

2).
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4.3.1.5 Avaliacao de Atividade (Anti)Estrogénica - Modelo E-screen

Principio do método: O modelo E-screen avalia a capacidade de substancias de
mimetizar a acdo proliferativa do estrogénio, através de comparagdo da proliferacio de células
MCF-7 (adenocarcinoma mamadrio que expressa ER) na auséncia (controle negativo) e na
presenca (controle positivo) de 17 beta-estradiol (Soto et al., 1995).

Protocolo: O ensaio foi realizado com base no protocolo de Soto e colaboradores
(1995) com adaptacdes de Fiorito (2016). Células MCF-7 (d.i. 1 x 10* cel/mL) foram dispostas
em placas de 12 compartimentos com meio RPMI 1640 completo. Apds 24 horas de incubagao,
a 37°C, em atmosfera imida e 5% de CO», o meio foi cuidadosamente aspirado e substituido
por meio RPMI 1640 sem vermelho fenol, acrescido de 5% de SFB tratado com Dextran e
carvao ativo (GIBCO BRL) e 1% de penicilina/estreptomicina). As placas foram incubadas por
72 horas, ao final dos quais as células foram tratadas (2 mL/compartimento) com as amostras
Al (1 e 10 pg/mL) e B1 (2 e 20 ug/mL), na presenca e auséncia de 17p-Estradiol (Ez, 10° M)
(Figura 7).

Figura 7- Desenho experimental da placa de 12 compartimentos do teste de avaliacdo de atividade

(anti)estrogénica — Modelo E-screen.

Células MCF-7
(1x10 cel/mL)

Controle de (.elulas Controle de células
""" A { )‘ =+ E; (10° M)

Fonte: A autora

Tamoxifeno (15 pg/mL) foi utilizado como controle positivo de acdo anti-
estrogénica. As células ndo tratadas foram consideradas como o controle negativo. Apds
incubacdo em estufa a 37°C por 144 horas, as células foram avaliadas pelo método da

sulforrodamina B conforme descrito no item 4.3.2.3.
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4.4 Analises Estatisticas

Os testes in vitro foram expressos como média + desvio padrdo, com nivel de
confianca de 95%, para detectar as diferengas entre os grupos. Os grupos experimentais de
todos os testes in vitro foram avaliados estatisticamente por meio de andlise de varidncia
univariada — ANOVA, seguido do teste de Bonferroni, sendo que valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.



42

5 RESULTADOS
5.1 Estudo Fitoquimico

As partes aéreas coletadas no campus apresentavam como aspecto folhas
pequenas/médias, coridceas, de coloracdo variante entre tons claros e escuros de verde. Apds a
secagem a sombra do material coletado (225,0 g, peso fresco), obteve-se 114,0 g de partes
aéreas secas.

As amostras adquiridas em ervanarias jd estavam secas. A amostra proveniente da
ervanaria de Campinas apresentava folhas verde escuro amarronzadas, integras, de tamanho
médio, com presenca de algumas fibras e alguns galhos, enquanto o material obtido da ervanaria
de Piracicaba apresentava folhas de mesma coloragdo, porém maiores, levemente fragmentadas
e com grande quantidade de galhos e fibras. Os rétulos de ambas as amostras comercializadas
continham as informag¢des sobre nome popular (guacatonga), quantidade (100 g) e data de
validade de 1 ano apds embalado (ambas estavam dentro do prazo de validade).

Quanto ao método de extrag¢do, foram avaliados o aspecto do residuo vegetal apds
0 processo e a colorag@o do extrato fluido obtido (Figura 8). Com base nesse resultado, optou-
se pelo método de turbolizacdo com Ultraturrax® para a comparagdo das trés amostras de partes

aéreas de C. sylvestris.

Figura 8 — Coloracdo do extrato e aspecto do residuo vegetal das folhas de C. sylvestris obtidos pelos

diferentes métodos de extracdo avaliados.
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Turbolizagdo por Ultraturraz Agitagdo mecanica Agitagdo magnética

Fonte: A autora.
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Desta forma, a partir de cada uma das amostras de partes aéreas de C. sylvestris (A-
Coletada no campus; B- Ervanaria de Piracicaba e C- Ervanaria de Campinas) foram preparados
trés extratos (1- direto DCM; 2- sucessivo em EtOH 70% e 3- direto em EtOH 70%).
Visualmente, os extratos diclorometanicos (DCM) de todas as amostras C. sylvestris
apresentaram coloragdo verde clara, enquanto os extratos provenientes da extracao sucessiva
com EtOH 70% apresentaram coloracao verde escura. J4 os extratos obtidos através de extracao
de direta com EtOH 70% apresentaram coloracdo verde escuro/amarronzada (Figura 9). Foram
calculados os rendimentos, em base seca, dos extratos das amostras A e B; ndo foi possivel
calcular o rendimento dos extratos da amostra C uma vez que todos os trés apresentaram intensa

contaminag¢do por fungos durante a etapa final de evaporagdo (Tabela 5).

Figura 9- Extratos obtidos pelo método de turbolizagdo com Ultraturrax® com extrag@o sucessiva com
DCM (esquerda) seguida de EtOH 70% (centro) ou diretamente em EtOH 70% (direita) de

folhas de C. sylvestris de diferentes procedéncias, antes da evaporagao dos solventes.

a) folhas de C. sylvestris adquiridas em ervanaria na cidade de Campinas; b) folhas de C. sylvestris adquiridas em
ervanaria na cidade de Piracicaba; c) folhas de C. sylvestris coletadas no campus Bardo Geraldo da Unicamp.

Fonte: A autora.
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Tabela 5 — Rendimento dos processos de extracdo de folhas de C. sylvestris de diferentes procedéncias.

Procedéncia  Sistema solvente = Massa de extrato (g7  Rendimento (%)

Al DCM 1,5579 15,5
A2 Seq. EtOH 70% 1,3947 13,9
A3 EtOH 70% 2,2857 22,2
B1 DCM 0,4608 4,6
B2 Seq. EtOH 70% 1,0727 10,7
B3 EtOH 70% 2,0454 20,4

Procedéncia: A = coletada no campus Unicamp/Bardo Geraldo; B = ervanaria de Piracicaba, SP. Sistema solvente:
DCM = extracdo direta em diclorometano; Seq. EtOH 70%: extracdo sucessiva em etanol 70%; ETOH 70%:

extragdo direta em etanol 70%.

5.1.1 Teor de Fendlicos totais

Foram avaliados, em triplicata, os seis extratos obtidos quanto ao teor de fendlicos
totais. Nao foram detectados compostos fendlicos nos extratos diclorometanicos. Os extratos
etandlicos, sucessiva e total, apresentaram teores similares entre si, exceto o extrato etandlico
total obtido das folhas coletadas no campus Unicamp/Bardo Geraldo, que apresentou teor

significativamente menor (Tabela 6, Figura 10, Figura 11).

Figura 10 - Aspecto da rea¢do de Folin-Ciocalteau para quantificacdo do teor de fendlicos totais nos

extratos das folhas de Casearia sylvestris de diferentes procedéncias.
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P1: Extratos obtidos a partir das folhas coletadas no campus Unicamp/Bardo Geraldo (A); P2: Extratos obtidos a
partir das folhas adquiridas em ervanaria em Piracicaba, SP (B). Extratos obtidos a partir de turbolizacdo direta
com diclorometano (1), sucessiva com EtOH 70% (2) ou a partir de turbolizacao direta com EtOH 70% (3). Fonte:

A autora.
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Tabela 6 —Teor de fendlicos totais (ug GAE/mg) nos diferentes extratos obtidos das folhas de C.

sylvestris de diferentes procedéncias.

Amostra Analise1 Analise2  Analise 3 Média Desvio CV (%)
padrao

Al N.D. N.D. N.D. - - -
A2* 559,1441 543,89167  559,12551 554,05 8,80 1,59
A3? 347,3604  348,29167  364,49393 353,38 9,63 2,73
B1 N.D. N.D. N.D. - - -
B2" 544,2424  511,4902 569,97059 541,90 29,31 5,41
B3" 597,8182  525,60784  638,16667 587,20 57,03 9,71

a) Para o cdlculo de equivaléncia em dcido gélico selecionou-se a concentragdo de 125 pg/mL (Amostras A2 e
A3); b) Para o célculo de equivaléncia em dcido gélico selecionou-se a concentracdo de 62,5 ug/mL (Amostras B2
e B3); N.D.: Nao foram detectados compostos fendlicos (Amostras Al e B1). Andlise estatistica por ANOVA

seguido de teste de Bonferroni (*** p < 0,001).

Figura 11 — Teor de fendlicos totais (ug GAE/mg) dos extratos etandlicos, sucessiva e total, das folhas

de C. sylvestris de diferentes procedéncias.
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Amostras: A = folhas coletadas no campus Unicamp/Bardo Geraldo; B = folhas adquiridas em ervanaria em
Piracicaba, SP. 2 = Extrato obtido a partir de turbolizagdo sucessiva com EtOH 70%; 3 = Extrato obtido a partir

de turbolizagdo direta com EtOH 70%. Anélise estatistica por ANOVA seguido de teste de Bonferroni (¥** p <

0,001)
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5.1.2 Analise Qualitativa por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Os seis extratos obtidos das folhas de C. sylvestris de diferentes procedéncias foram
analisados por cromatografia de camada delgada, em fases méveis de diferentes polaridades,
na auséncia e presenca de luz UV (254 e 365 nm), antes e depois de exposi¢do a reagente
NP/PEG e de revelagdo com anisaldeido.

A corrida utilizando fase mével de média/alta polaridade nao permitiu que fossem
observadas manchas sob fundo verde na visualizacdo a 254 nm, sem e com NP/PEG. J4 na
visualizag@o a 365 nm ap6s exposicao a NP/PEG (Figura 12), foi possivel evidenciar compostos
com caracteristicas de sistemas de ligacdes duplas conjugadas nos extratos etandlicos, tanto na
extracao sucessiva quanto na direta com EtOH 70%. As manchas vermelhas proximas a frente
da fase mével correspondem provavelmente a clorofila. Nao foram evidenciados compostos
com duplas ligacdes conjugadas em ambos extratos diclorometanicos. Apds revelagdo com
solu¢do de anisaldeido em meio 4cido foi possivel observar manchas semelhantes, em tons de
marrom, nos extratos etandlico das duas amostras, estando estas mais intensas nas amostras da

ervanaria de Piracicaba, SP. (B).

Figura 12- Analise por cromatografia em camada delgada dos extratos das folhas de C. sylvestris de

diferentes procedéncias utilizando fase mével de média/alta polaridade.

Al A2 A3 Al A2 A3 Bl B2 B3
———— — = s
L ﬂ

| 5 4 A ~ 3
Al A2 A3 Bl B2 B3 Al A2 A3 Bl B2 B3

Al A2 A3 B

A esquerda = observada a olho nii, apés exposi¢io ao reagente NP/PEG; ao centro = observada em 365 nm ap6s
exposicdo ao reagente NP/PEG; a direita: observada em apds revelagcdo com anisaldeido. Fase estaciondria: TLC
- Silica gel 60 Fs4; Fase movel: acetato de etila:dcido férmico:dcido acético glacial:dgua (100:11:11:27).
Amostras: A = folhas coletadas no campus Unicamp/Bardo Geraldo; B = folhas adquiridas em ervanaria em
Piracicaba, SP.). Extratos obtidos a partir de turbolizacio direta com diclorometano (1), sucessiva com EtOH 70%

(2) ou a partir de turbolizagdo direta com EtOH 70% (3). Fonte: A autora.
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A corrida utilizando fase mével de média/baixa polaridade também nao evidenciou
manchas sob fundo verde na visualizacdao a 254 nm, sem e com NP/PEG. J4 na visualizacdo a
365 nm, apds exposicdo a NP/PEG (Figura 13), foi possivel evidenciar compostos com
caracteristicas de sistemas de ligacdes duplas conjugadas nos pontos de aplicacdo dos extratos
etandlicos, tanto na extragdo sucessiva quanto na direta com EtOH 70%. Apds revelagdo com
solu¢do de anisaldeido em meio 4cido, foi possivel observar manchas em tons de marrom

semelhantes nos extratos diclorometanico das duas amostras.

Figura 13- Andlise por cromatografia em camada delgada dos extratos das folhas de C. sylvestris de

diferentes procedéncias utilizando fase mével de média/baixa polaridade.

Al A2 A3 Bl B2 B3 Al A2 A3 Bl B2 B3 Al A2 A3 Bl B2 B3
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A esquerda = observada a olho nu, apés exposicdo ao reagente NP/PEG; ao centro = observada em luz UV 365
nm apds exposicdo ao reagente NP/PEG; a direita: observada em apds revelacdo com anisaldeido. Fase
estaciondria: TLC - Silica gel 60 F»s4; Fase mével: diclorometano:metanol (99:1). Amostras: A = folhas coletadas
no campus Unicamp/Bardao Geraldo; B = folhas adquiridas em ervanaria em Piracicaba, SP.). Extratos obtidos a
partir de turbolizag@o direta com diclorometano (1), sucessiva com EtOH 70% (2) ou a partir de turbolizagio direta

com EtOH 70% (3). Fonte: A autora.
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5.1.3 Analise Qualitativa por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
detector UV/VIS (HPLC-UYV)

Os seis extratos obtidos das folhas de C. sylvestris de diferentes procedéncias e o
flavonoide quercetina foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia em duas
fases estaciondrias diferentes, com os cromatogramas registrados a 235 e 254 nm (Figuras 14,
15 e 16). Na fase estaciondria CN, o pico referente a quercetina apresentou mais alargado e com
tempo de reten¢do (tr) em torno de 13 min, enquanto no cromatograma obtido com a fase
estaciondria C18, o pico apresentou-se mais fino (melhor resolucdo) e com tr em torno de 24
min. Em ambas as andlises, o sinal foi mais intenso quando o cromatograma foi registrado em

254 nm.

Figura 14- Cromatogramas de quercetina (padrdo de flavonoide) obtido por HPLC/UV-VIS e registrado
em 254 nm (representada pela cor vermelha) e 235 nm (representada pela cor preta).

Padrio (quercetina) - Coluna CN Padriio (quercetina) - Coluna C18

e A T T e T T T
| 2 Detector A Channe| 2 235w 2 Delectos A Channel 2 235an

10 13 0 S 30 s 40 5 sa 55 &0 10 15 0 B 30 15 0 5 sa 55 &0
min min

Fase estaciondria: Coluna CN (esquerda) e Coluna C18 (direita). Fase mével: dgua deionizada acidificada com
0,1% de acido férmico (A) e acetonitrila (B) em gradiente de elui¢do (10—25% de B de 0 a 15 min, 25-90% de B
até 35 min, mantendo 90% de B até 55 min retornando a condig¢do inicial em 2 min com tempo de equilibrio de 3
min). Vazdo do fluxo: 1 mL/min; Temperatura do forno: 35° C; Volume de injecdo: 10 pL; Concentracdo da

amostra: 1 mg/mL. Eixo X (vertical) = densidade 6tica; Eixo Y (horizontal) = tempo (min). Fonte: A autora.

Na auséncia de padrdes especificos, levando em conta o padrdo de quercetina
utilizado e os dados disponibilizados em estudos de Bueno e colaboradores (2015), observou-
se que os compostos fendlicos apresentaram um tempo de retencdo menor do que os terpenos
na coluna C18. Foi possivel evidenciar que os extratos preparados com a amostra A (coletada)
aparentam ter maior quantidade de terpenos e menor quantidade de compostos fenélicos do que
os preparados com a amostra B (ervanaria de Piracicaba) (Figura 15). Ja na andlise com fase
estaciondria CN, além dos fendlicos apresentarem um tempo de retengdo menor, os sinais
também apresentaram menor resolu¢do do que aquela observada para os sinais referentes aos

terpenos (Figura 16).
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Figura 15- Cromatogramas, obtidos por HPLC/UV-VIS, dos seis extratos obtidos das folhas de C.
sylvestris de diferentes procedéncias, em coluna C18 e registrados em 254 nm

(representada pela cor vermelha) e 235 nm (representada pela cor preta).
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Amostras: A = folhas coletadas no campus Unicamp/Bardo Geraldo; B = folhas adquiridas em ervanaria em
Piracicaba, SP. Extratos obtidos a partir de turbolizac¢@o direta com diclorometano (1), sucessiva com EtOH 70%
(2) ou a partir de turbolizacdo direta com EtOH 70% (3). Fase estaciondria: Coluna C18. Fase mdvel: dgua
deionizada acidificada com 0,1% de acido férmico (A) e acetonitrila (B) em gradiente de eluicdo (10-25% de B
de 0 a 15 min, 25-90% de B até 35 min, mantendo 90% de B até 55 min retornando a condi¢do inicial em 2 min
com tempo de equilibrio de 3 min). Vazio do fluxo: 1 mL/min; Temperatura do forno: 35° C; Volume de injecao:
10 pL; Concentracdo das amostras: Al = 1,7 mg/mL, A2 = 1,4 mg/mL, A3 = 1,7 mg/mL, B1 = 1,8 mg/mL, B2 =
2,1 mg/mL, B3 = 2,1 mg/mL. Eixo X (vertical) = densidade 6tica; Eixo Y (horizontal) = tempo (min). Fonte: A

autora.
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Figura 16 - Cromatogramas, obtidos por HPLC/UV-VIS, dos seis extratos obtidos das folhas de C.

sylvestris de diferentes procedéncias, em coluna CN e registrados em 254 nm (representada

pela cor vermelha) e 235 nm (representada pela cor preta).
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Amostras: A = folhas coletadas no campus Unicamp/Bardo Geraldo; B = folhas adquiridas em ervanaria em

Piracicaba, SP. Extratos obtidos a partir de turbolizac¢@o direta com diclorometano (1), sucessiva com EtOH 70%

(2) ou a partir de turbolizacdo direta com EtOH 70% (3). Fase estaciondria: Coluna CN. Fase mével: dgua

deionizada acidificada com 0,1% de acido férmico (A) e acetonitrila (B) em gradiente de eluicdo (10-25% de B

de 0 a 15 min, 25-90% de B até 35 min, mantendo 90% de B até 55 min retornando a condi¢éo inicial em 2 min

com tempo de equilibrio de 3 min). Vazao do fluxo: 1 mL/min; Temperatura do forno: 35° C; Volume de injecao:

10 puL; Concentracdo das amostras: Al = 1,7 mg/mL, A2 = 1,4 mg/mL, A3 = 1,7 mg/mL, B1 = 1,8 mg/mL, B2 =

2,1 mg/mL, B3 = 2,1 mg/mL. Eixo X (vertical) = densidade dtica; Eixo Y (horizontal) = tempo (min). Fonte: A

autora

&l
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5.2 Estudo Farmacolégico in vitro

5.2.1 Atividade Antiproliferativa em Painel de Células Tumorais

As amostras foram avaliadas em painel de células humanas (5 tumorais e 2 ndo-
tumorais) em concentracoes de 0,15 a 150 ug/mL, com periodo de exposi¢do de 48h (Figuras
17 e 18). Como controle positivo de atividade antiproliferativa foram utilizados os
quimioterdpicos Doxorrubicina (nas concentragdes de 0,015; 0,15; 1,5 e 15 pg/mL) e
Tamoxifeno (nas concentragdes de 0,15; 1,5; 15 e 150 pg/mL) (Figura 19). A atividade
antiproliferativa foi expressa como a concentragao necessaria, em pug/mL, para inibir totalmente

a proliferacdo celular (TGI, Tabela 7).

Tabela 7 - Atividade antiproliferativa, expressa como concentracao necessdria para inibir totalmente a

proliferagdo celular (TGI, pg/mL), extratos obtidos das folhas de C. sylvestris de diferentes

procedéncias.
Amostra Mcrr  mcrraz oA NC st Hacar MO
231 H460

Al 12,7(M) 14,1 M) 5,2 (P) 36, 1(F) 145M) 68M) 11,2(M)

A2 >150 (1) >150 () >150(I)  >150() 146,0 (D >150 ) >150(1)

A3 49,5 (F) 65,0 (I) 41,1 (F) >150(1) 32,7@F) 49,1 (F) 57,1 ()

B1 33,1 (F) 26,9 (F) 36,2 (F) 62,71 248 F 17,1 (F) 26,4 (F)

B2 75,7 (D) >150 () >150(I)  >150 () 109,7 (D) >150 ) >150 (1)

B3 78,3 () 72,6 () 11790  >150@) 7220 92,6 ) 103,91
Doxorrubicina 0,52 0,69 0,31 2,9 1,0 0,033 > 15
Tamoxifeno 42,4 39,7 51,3 44,5 67,6 >150 49,0

TGI: Total Growth Inhibition, concentracdo média necessdria para inibir totalmente a proliferacdo celular;
Amostras: A = folhas coletadas no campus Unicamp/Bardo Geraldo; B = folhas adquiridas em ervanaria em
Piracicaba, SP. Extratos obtidos a partir de turbolizac@o direta com diclorometano (1), sucessiva com EtOH 70%
(2) ou a partir de turbolizagdo direta com EtOH 70% (3). Linhagens tumorais humanas: MCF-7 (adenocarcinoma
de mama que superexpressa receptores de estrégeno); MCF-7/AZ (adenocarcinoma mama que superexpressa
receptores de estrogeno e de progesterona); MDA-MB-231 (carcinoma de mama triplo negativo) NCI-H460
(pulmao, tipo ndo pequenas células) e U251 (glioma). Linhagens ndo tumorais humanas: MCF-10A (mama) e
HaCaT (queratindcito). Classificacdo da atividade antiproliferativa para os extratos: inativa (I, TGI > 50 pg/mL),
fraca (F; 15 pg/mL <TGI <50 pg/mL), moderada (M; 6,25 pg/mL <TGI <15 pg/mL) e potente (P; TGI <6,25
pg/mL) (Fouche et al., 2008).
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Para classificacdo da atividade antiproliferativa dos extratos foi utilizado critério
descrito por Fouche e colaboradores (2008), segundo o qual os resultados de TGI classificam
as amostras em quatro categorias: inativas (TGI > 50 pg/mL), atividade fraca (15 pg/mL <TGI
<50 pg/mL), atividade moderada (6,25 ug/mL <TGI <15 pg/mL) e atividade potente (TGI <6,25
pg/mL).

Segundo estes critérios, os extratos A2, B2 e B3 foram inativos para todas as
linhagens testadas, enquanto os extratos A3 e Bl demonstraram uma fraca inibicdo da
proliferacdo de algumas linhagens celulares. A amostra que apresentou a atividade
antiproliferativa mais promissora foi o extrato A1, que inibiu de maneira potente a proliferacao
das células de mama da linhagem MDA-MB-231 e de maneira moderada todas as demais

linhagens testadas.

Figura 17 - Atividade antiproliferativa dos quimioterdpicos Doxorrubicina e Tamoxifeno (controle

positivo) apés 48 h de exposicao.
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A) Doxorrubicina, Concentragdes testadas: 0,015 a 15 ug/mL; B) Tamoxifeno, Concentragdes testadas: 0,15 a 150
pg/mL. Linhagens tumorais humanas: MCF-7 (adenocarcinoma de mama que superexpressa receptores de
estrogeno); MCF-7/AZ (adenocarcinoma mama que superexpressa receptores de estrégeno e de progesterona);
MDA-MB-231 (carcinoma de mama triplo negativo) NCI-H460 (pulmio, tipo ndo pequenas células) e U251

(glioma). Linhagens ndo tumorais humanas: MCF-10A (mama) e HaCaT (queratinécito).
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Figura 18- Atividade antiproliferativa das amostras A1, A2 e A3 obtidas das partes aéreas de C.
sylvestris coletada no campus da UNICAMP, Campinas, SP, apés 48 h de exposic¢ao.
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Extratos obtidos a partir de turbolizacao direta com diclorometano (A1), sucessiva com EtOH 70% (A2) ou a partir
de turbolizagdo direta com EtOH 70% (A3). Concentragdes testadas: 0,15 a 150 ug/mL. Linhagens tumorais
humanas: MCF-7 (adenocarcinoma de mama que superexpressa receptores de estrogeno); MCF-7/AZ
(adenocarcinoma mama que superexpressa receptores de estrégeno e de progesterona); MDA-MB-231 (carcinoma
de mama triplo negativo) NCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas células) e U251 (glioma). Linhagens ndo tumorais

humanas: MCF-10A (mama) e HaCaT (queratindcito).
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Figura 19 - Atividade antiproliferativa das amostras B1, B2 e B3 obtidas das partes aéreas de C.

sylvestris adquirida em ervanaria da cidade de Piracicaba, SP, apds 48 h de exposic¢ao.
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Extratos obtidos a partir de turbolizagdo direta com diclorometano (B1), sucessiva com EtOH 70% (B2) ou a partir
de turbolizagdo direta com EtOH 70% (B3). Concentragdes testadas: 0,15 a 150 pg/mL. Linhagens tumorais
humanas: MCF-7 (adenocarcinoma de mama que superexpressa receptores de estrogeno); MCF-7/AZ
(adenocarcinoma mama que superexpressa receptores de estrégeno e de progesterona); MDA-MB-231 (carcinoma
de mama triplo negativo) NCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas células) e U251 (glioma). Linhagens ndo tumorais

humanas: MCF-10A (mama) e HaCaT (queratindcito).
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5.2.2 Teste Clonogénico

A amostra Al, na concentracdo de 10 pg/mL, foi capaz de gerar dano permanente 4s
células tratadas, reduzindo de maneira significativa o nimero de coldnias formadas. A menor
concentracdo dessa amostra (1 pg/mL) resultou em pequena reducdo do nimero de colonias
formadas, porém essa reducdo ndo foi estatisticamente significativa. A amostra B2, na maior
concentracdo (20 pg/mL) induziu um pequeno aumento no ndmero de col6nias, ndo sendo
estatisticamente significativo. Entretanto a mesma amostra em menor concentracao (2 pug/mL)
provocou um aumento significativo no ndmero de colonias formadas apds exposicdo ao

tratamento. Estes dados podem ser visualizados na Figura 20 e na Tabela 8.

Figura 20- Formacao de coldnias de células MCF7 incubadas por 10 dias ap6s 48 h de exposi¢do aos

extratos diclorometano obtidos das folhas de C. sylvestris de diferentes procedéncias.

Controle de células em triplicata

Amostra Al (1 pg/mL) em triplicata Amostra B1 (2 pg/mL) em triplicata
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Amostra Al (10 pg/mL) em triplicata ~ Amostra B1 (20 pg/mL) em triplicata

Extratos obtidos a partir de turbolizacdo direta com diclorometano: Al = no campus da UNICAMP, Campinas,

SP; B1 = adquirida em ervanaria da cidade de Piracicaba, SP. Fonte: A autora.
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Tabela 8 — Numero de coldnias formadas, eficiéncia de plaqueamento (E.P.) e fracdo sobrevivente (F.S.)
de células MCF7 incubadas por 10 dias apds 48 h de exposi¢do aos extratos diclorometano

obtidos das folhas de C. sylvestris de diferentes procedéncias.

MCEF-7
Tratamento
N° de colonias E.P. F.S. (%)
Controle de células 73 £8,5 0.18 £0.02 100 *€

10 pg 21,7 2,1 - 29,7+29°
Al (coletada)

1pug 55,0£9,0 - 753 +12,3*°

20 ug 101,0 £20,4 - 138,3+28,0°
B1 (ervanaria)

2 g 250,0 22,1 - 342,5+30,2¢

N° de colonias: média do nimero de colonias de cada triplicata com desvio padrdo expresso; E.P.: Eficiéncia de
Plaqueamento; F.S.: Fracdo Sobrevivente; Linhagens tumorais humanas: MCF-7 (adenocarcinoma de mama que
superexpressa receptores de estrégeno). Amostras: Al = folhas coletadas no campus Unicamp/Barao Geraldo; B1
= folhas adquiridas em ervanaria em Piracicaba, SP. Extratos obtidos a partir de turboliza¢do com diclorometano.

Andlise estatistica por ANOVA, seguido de teste de Bonferroni (letras diferentes indicam diferencas significantes,

p <0,05).
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5.2.3 Efeito (Anti) Estrogénico in vitro — Teste E-screen

Os efeitos sobre a proliferacdo celular da linhagem MCF7 foram avaliados
utilizando duas concentragdes dos extratos diclorometanicos (Al e B1), na auséncia e presenca
de 17pB-estradiol (E2, 1 x 10?). Nas condi¢des empregadas, o E> ndo foi capaz de induzir

proliferacdo celular (Tabela 9), inviabilizando a avaliacdo do efeito das amostras.

Tabela 9 - Efeito (anti)estrogénico dos extratos diclorometano obtidos das folhas de C. sylvestris de

diferentes procedéncias em células MCF-7 seguindo o protocolo E-screen.

MCEF7 (viabilidade %)

Tratamento Auséncia E» Presenca E:
Controle de células 100,0 £ 5,7 972+738
10 pg/mL 94,7 £ 4.6 84,2 £ 1,1

Al 1 pg/mL 104,5+34 104,0 £5,6
20 pg/mL 109,754 94,6 +6,4

Bl 2 pg/mL 112,3£9,2 109,0 £0,5
Tamoxifeno* 15 pg/mL 146,0 £ 6,3 126,8 +£3,1

Linhagens tumorais humanas: MCF-7 (adenocarcinoma de mama que superexpressa receptores de estrogeno).
*Tamoxifeno: controle positivo de atividade antiestrogénica. Amostras: Al = folhas coletadas no campus
Unicamp/Bardo Geraldo; B1 = folhas adquiridas em ervanaria em Piracicaba, SP. Extratos obtidos a partir de

turbolizacdo com diclorometano.
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6 DISCUSSAO

Além das substancias do metabolismo primario, as células vegetais produzem uma
grande variedade de metabdlitos secundarios. Esses metabolitos sdo sintetizados pelas plantas
com a finalidade de interagirem com os demais organismos presentes no ambiente. Assim, esses
compostos podem atuar como defesa contra herbivoros e patdgenos ou ainda para atracdo de
agentes polinizadores. Quimicamente, essas substancias, conhecidas como produtos naturais,
podem ser agrupadas em trés grandes classes principais: alcaloides, terpendides e compostos
fendlicos (Brusotti ef al., 2014; Bernardini ef al., 2018; Suntar, 2019).

Em funcdo de sua diversidade quimica, indmeros produtos naturais exibem
atividades farmacoldgicas, as quais explicam o uso milenar das plantas para fins medicinais.
Assim, as pesquisas cientificas inicialmente buscaram conhecer quimicamente esses compostos
e a partir deles propor a sintese quimica dos mesmos e de derivados, que eram entdo obtidos
com pureza, eficicia, poténcia e seguranca aprimoradas. Desta forma, uma grande parte do
arsenal terapéutico disponivel atualmente foi construido (Cragg & Newman, 2013; Suntar,
2019). Em paralelo, diversos estudos demonstraram que, em muitas situacdes, os extratos
vegetais eram mais ativos do que os compostos isolados dos mesmos. Esses resultados
sugeriram possiveis efeitos sinérgicos entre as substancias o que incentivou o desenvolvimento
de fitoterdpicos seguros e com custos relativamente menores do que os de medicamentos
preparados com moléculas isoladas (Bernardini et al., 2018).

Considerando que as plantas tém sido utilizadas para diversos fins desde o inicio da
histéria da humanidade, a transmissao desse conhecimento através dos tempos € o objeto de
estudo da etnoboténica e da etnofarmacologia. Enquanto a primeira busca resgatar as relacoes
dos seres humanos com as plantas em geral, a segunda se detétm no conhecimento de plantas
utilizadas tradicionalmente como remédios. Duas medicinas tradicionais, a medicina tradicional
chinesa e o ayurveda, possuem registros escritos muitos antigos que ainda sdo usados como
referéncias para remédios fitoterdpicos. No entanto, muitos usos tradicionais ainda s@o
transmitidos apenas oralmente, sendo primordial o registro cientifico dessas informacdes sobre
o uso tradicional de plantas medicinais (Brusotti ef al., 2014).

Com o intuito de verificar o que ja havia sido estudado a respeito da utilizacao
etnofarmacoldgica e composi¢cdo quimica das partes de Casearia sylvestris, bem como suas
atividades farmacoldgicas, foi feito um levantamento bibliogrifico com as palavras-chaves
“Casearia sylvestris” e “Ethno*” para as bases Bireme (Lilacs e Scielo), Pubmed (Medline),

Scopus, Web of Science e Embase. Esse levantamento fundamentou as informagdes
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apresentadas na introducdo desta dissertacdo. Resumidamente, diversos estudos cientificos, in
vitro e in vivo, embasados por levantamentos etnofarmacolégicos, comprovam que o 6leo
essencial e extratos das folhas de C. sylvestris apresentam vdrias atividades farmacoldgicas que
sustentam a eficécia de sua utiliza¢do popular.

Com base nesse levantamento, observou-se que a composicdo quimica das folhas
de C. sylvestris apresenta pequena variacdo em fun¢do da variedade estudada. Por isso, as
andlises fitoquimicas realizadas neste trabalho tiveram como objetivo comparar o perfil
quimico dos extratos preparados a partir de diferentes amostras de folhas de C. sylvestris, sendo
duas amostras adquiridas em ervanarias de diferentes cidades (Piracicaba, SP e Campinas, SP)
e uma coletada de um espécime cultivado no campus da Unicamp/Barao Geraldo.

A partir da coleta e da pesagem do material obtido, deu se inicio ao processo de
selecdo de método extrativo. O processo de extragdo tem por objetivo transferir os metabdlitos
secunddarios produzidos por um organismo para um sistema solvente. A escolha da metodologia
de extracdo mais apropriada depende das caracteristicas fisicas e quimicas do material vegetal
e das substancias que serdo extraidas. Além disso, o rendimento e a qualidade da extragdo
também dependem da polaridade dos solventes utilizados, tempo e temperatura de extragao e
da proporcao entre amostra e solvente (Dai & Mumper, 2010; Brusotti et al., 2014). Com base
nesses fatores, optou-se neste estudo por avaliar métodos sem a utilizacdo de aquecimento e
com agitacdo, sendo testados os métodos de turbolizacdo com ultraturrax, agitacdo mecanica e
agitacdo magnética.

Como nio foi possivel realizar moagem prévia do material vegetal, por falta de
disponibilidade de moinho apropriado, as folhas secas foram fragmentadas grosseiramente com
as maos antes da extracdo. Através da analise visual dos residuos vegetais e dos extratos fluidos
obtidos (Figura 10), observou-se que o método de turbolizacdo com ultraturrax mostrou-se o
mais adequado, uma vez que por este método, foi possivel promover a trituragdo do material
vegetal, diminuindo o tamanho das particulas, simultaneamente a exposi¢ao ao solvente. O
aumento da superficie de contato da amostra com o liquido solvente potencializa o processo
extrativo garantindo que a maior parte dos metabdlitos secundarios seja transferido da matriz
vegetal para o sistema solvente, reduzindo o tempo de extragdo e esgotamento da planta
(Falkenberg, Dos Santos & Simoes, 1999). Desta forma, para a comparacao das amostras de
folhas de C. sylvestris de diferentes procedéncias aplicou-se processo de extracdo por de
turbolizagdo.

Para realizagdo das andlises quimicas e bioldgicas, foi necessario determinar a

massa seca dos extratos. Os solventes organicos foram evaporados sob vacuo enquanto a dgua
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residual foi eliminada sob jato de ar comprimido, na indisponibilidade de um liofilizador.
Durante este processo, realizado a temperatura ambiente, os trés extratos obtidos na ervanaria
de Campinas foram contaminados por fungos e por isso foram descartados.

Apos a secagem, os extratos foram pesados e o rendimento em relacdo a massa seca
de folhas foi calculado. Para ambas as amostras, os extratos em EtOH 70% por extracdo direta
apresentaram rendimentos maiores do que aqueles obtidos pela extracdo sucessiva (DCM
seguido de EtOH 70%). Quando analisamos os resultados da extra¢do sucessiva, a amostra
coletada no campus da Unicamp/Bardao Geraldo produziu um extrato DCM em rendimento
cerca de trés vezes maior do que o observado para a amostra obtida na ervanaria de Piracicaba,
SP, sugerindo que as folhas do espécime coletado em Campinas apresentavam maior
quantidade de substancias com média a baixa polaridade (maior afinidade pelo DCM).

A composicdo dos metabdlitos secunddrios das plantas depende de muitos fatores
como condi¢des edaficas (composi¢do do solo), climaticas e de acordo com o periodo
vegetativo e da saide do organismo vegetal. Além disso, as condi¢des de armazenamento, 0s
processos de extracdo e isolamento de substidncias podem ocasionar transformacdo e
degradacdo das substincias originalmente presentes no material vegetal. Ainda, os extratos
vegetais podem conter produtos naturais derivados de organismos endofiticos ou metabdlitos
produzidos pelas plantas como resultado da interacdo com estes microrganismos (Bernardini et
al., 2018; Buenz, Verpoorte & Bauer, 2018).

Mutagdes genéticas, observadas em cultivares e variedades de uma mesma espécie,
podem resultar em modificagdes no metabolismo celular, por exemplo o bloqueio de alguma
rota biossintética, e consequentemente em variacdes na produ¢do de metabdlitos secundarios
chegando até a quantidades nao-detectdveis de algum metabdlito esperado para a espécie (Dos
Santos, 1999).

Bueno e colaboradores (2015) avaliaram o perfil quimico dos extratos das folhas de
duas variedades de C. sylvestris presentes no estado de Sao Paulo, Brasil. Os achados desse
estudo indicaram a prevaléncia de diterpenos do tipo clerodano nas folhas de C. sylvestris
variedade sylvestris, enquanto compostos fenolicos predominaram nas folhas de C. sylvestris
var. lingua.

Considerando esse perfil descrito para a espécie (Bueno et al., 2015), avaliamos por
técnicas colorimétricas e cromatograficas as duas amostras selecionadas de folhas de C.
sylvestris, ambas inicialmente identificadas sem a designagdo de variedade. Para quantificacio
do teor de compostos fenodlicos totais utilizou-se da andlise colorimétrica baseada na reacao de

reducdo do reagente de Folin-Ciocalteau pelos compostos fendlicos presentes na amostra, o que
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leva a formacdo de complexos de coloracdo azul cuja intensidade aumenta linearmente em
funcdo da concentracdo de compostos fendlicos (Oliveira et al., 2009). Esse valor de
intensidade de absorbancia € entdo convertido em concentracdo a partir de uma curva de
calibragdo de um composto fendlico de referéncia. O 4cido gilico (EAG) é o composto fendlico
mais comumente utilizado para esta andlise, sendo os resultados expressos em mg equivalente
de EAG (Dai & Mumper, 2010).

Niao foi possivel detectar compostos fendlicos nos extratos preparados com o
solvente diclorometano, de baixa/média polaridade (Al e B1). Notou-se que os extratos
hidroetandlicos B2 e B3 (ervanaria) apresentaram teores de compostos fendlicos similares entre
si enquanto o extrato hidroetandlicos A2, por extracdo sucessiva, apresentou maior teor de
compostos fendlicos em relacdo ao extrato A3, preparados diretamente com EtOH 70%. Este
ultimo resultado sugeriu que esta classe de compostos poderia estar diluida em outras
substancias no extrato direto.

Bueno e colaboradores (2015) desenvolveram um método para andlise de
diterpenos do tipo clerodano e compostos fendlicos de C. sylvestris através de cromatografia de
ultra eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos (UHPLC-DAD). Na auséncia de
equipamento e detector semelhante ao descrito na metodologia, a andlise foi realizada com base
neste protocolo, porém com modificagdes. Ao invés de UHPLC foi utilizado HPLC, um
cromatdgrafo com velocidade menor, fazendo com que um maior tempo de corrida fosse
ajustado para as andlises realizadas. O detector DAD foi substituido por detector UV-VIS
ajustado nos dois comprimentos de onda referenciados no protocolo, permitindo detectar as
moléculas que possuem grupos croméforos, porém sem fornecer os espectros de varredura que
poderiam ser obtidos pelo detector DAD.

Por ser simples e relativamente barata, a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detector ultravioleta (HPLC-UV) é amplamente utilizada em diversas
farmacopeias no controle de qualidade de medicamentos fitoterdpicos ou fitopreparacdes e para
quantificacdo de compostos individuais. As informagdes espectrais UV-vis adicionais do
detector DAD permitem registrar os cromatogramas em ampla gama de comprimentos de onda,
possibilitando andlises qualitativa e quantitativa dos picos em um cromatograma. Em
comparagdo com HPLC, a técnica de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC)
aumenta a velocidade da andlise, permite maior eficiéncia e resolu¢do da separa¢do, maior
sensibilidade e menor consumo de solvente (Brusotti ef al., 2014).

Os cromatogramas dos extratos de Casearia sylvestris de diferentes procedéncias,

obtidos por HPLC-UV em coluna analitica C18, quando relacionados aos cromatogramas
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obtidos por UHPLC-DAD, por Bueno e colaboradores (2015) (Figura 21) e associados ao
resultado da anélise de teor de fendlicos totais, permitem sugerir que os compostos eluidos na
primeira metade da corrida (at¢é 30 minutos) correspondem aos compostos fendlicos
identificados por Bueno e colaboradores (2015), eluidos também na primeira metade da corrida
(até 20 minutos). Quercetina, substancia utilizada como padrdo de flavonoide neste trabalho,
foi eluido em aproximadamente 24 minutos de corrida.

Assumindo essa condicdo de eluicdo, foi possivel evidenciar teores muito baixos
ou ndo detectdveis de compostos fendlicos nos cromatogramas dos extratos diclorometanicos
Al e B1, corroborando as andlises por CCD e de teor de fendlicos totais. Por sua vez, os
cromatogramas dos extratos hidroetandélicos B2 e B3, das folhas adquiridas em ervanaria,
apresentaram sinais mais intensos na regido dos compostos fendlicos do que aqueles observados
nos cromatogramas dos extratos A2 e A3 (folhas coletadas no campus). No entanto, apenas o
teor de compostos fendlicos de A3 foi significativamente menor do que o observado para B2 e
B3.

De maneira semelhante, foi possivel sugerir que as moléculas eluidas na segunda
metade da corrida cromatogrifica (entre 35-40 minutos - HPLC) corresponderiam aos
diterpenos de tipo clerodano identificados por Bueno e colaboradores (2016) também na
segunda metade da corrida (entre 25-35 minutos - UHPLC). Desta forma, os cromatogramas
dos extratos diclometanicos Al e B1 apresentaram maior quantidade de picos correspondentes
a essas substancias do que os obtidos com EtOH 70%, sendo o extrato A1 (coletada no campus)

mais rico em diterpenos do que o obtido da ervanaria de Piracicaba (amostra B).
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Figura 21 - Comparacdo entre cromatogramas gerados nas andlises de folhas de C. sylvestris obtidas

de diferentes procedéncias.
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A) Amostras: A = folhas coletadas no campus Unicamp/Bardo Geraldo; B = folhas adquiridas em ervanaria em
Piracicaba, SP. Extratos obtidos a partir de turbolizac¢@o direta com diclorometano (1), sucessiva com EtOH 70%
(2) ou a partir de turbolizacdo direta com EtOH 70% (3). Fase estaciondria: Coluna C18. Fase mdvel: dgua
deionizada acidificada com 0,1% de acido férmico (A) e acetonitrila (B) em gradiente de eluicdo (10-25% de B
de 0 a 15 min, 25-90% de B até 35 min, mantendo 90% de B até 55 min retornando a condi¢@o inicial em 2 min
com tempo de equilibrio de 3 min). Vazao do fluxo: 1 mL/min; Temperatura do forno: 35° C; Volume de injecao:
10 puL; Concentracdo das amostras: Al = 1,7 mg/mL, A2 = 1,4 mg/mL, A3 = 1,7 mg/mL, B1 = 1,8 mg/mL, B2 =
2,1 mg/mL, B3 = 2,1 mg/mL. Eixo X (vertical) = densidade 6tica; Eixo Y (horizontal) = tempo (min). Fonte: A
autora.

B) Amostras: I = folhas C. sylvestris var. lingua; 11 = folhas C. sylvestris var. sylvestris. Extratos obtidos a partir

de sonicacdo direta com dgua:etanol:isopropanol (50:30:20% v/v). Fase estaciondria: Coluna C18 (Kinetex 150
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mm x 2.1; 2.6 um, 100 A). Fase movel: dgua deionizada (A) e acetonitrila (B) em gradiente de eluigio (10-25%
de B de 0 a 15 min, 25-90% de B até 35 min, mantendo 90% de B até 55 min retornando a condi¢éo inicial em 2
min com tempo de equilibrio de 3 min). Vazao do fluxo: 400 pL/min; Temperatura do forno: 35° C; Volume de
injecdo: 2 ul; Concentrag@o das amostras: 50 mg/mL. Eixo X (vertical) = densidade ética; Eixo Y (horizontal) =
tempo (min). Flavonéides de C. sylvestris var. lingua: catequina (1); rutina (2); isoramnetina-3-O-norosperidido
(3); narcissina (4); isoramnetina-3-0-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L-arabinopiranésido (5). As letras de A a F
correspondem aos flavondides identificados por identificacdes putativas. Diterpenos de C. sylvestris var. sylvestris:
casearina D (6); Caseargrewiina F (7); casearina S (8); casearina I (9); casearina J (10). O simbolo (i) corresponde

aos diterpenos de clerodano identificados por meio de seus espectros UV caracteristicos. Fonte: Bueno et al., 2015.

Com base nesse resultado, realizou-se uma segunda andlise por HPLC-UV
substituindo-se a coluna cromatografica C18 pela coluna cromatografica CN. A presenca dos
grupos ciano alifaticos, que sdo bons receptores de ligacdes de hidrogénio, faz com que a fase
estaciondria apresente um momento dipolar muito alto. A retencdo é regida principalmente pela
acidez e pela dipolaridade dos compostos. A coluna CN se mostra adequada para andlise de
lipidios e substancias lipossoliveis (Blackwell, Stringham & Weckwerth, 1997; Bamba et al.,
2008; Lesellier & West, 2014).

Considerando o carater lipossolivel dos terpendides (Simdes & Spitzer, 1999), os
cromatogramas gerados para as amostras analisadas na coluna CN apresentaram picos mais
finos, com melhor resolucdo e maior intensidade na regido onde eram esperados os terpenos
(20-35 minutos). A amostra Al apresentou a maior quantidade e intensidade de picos nesta
coluna, seguida da amostra B1, corroborando com os resultados anteriores que sugerem maiores
teores de terpendides nos extratos diclorometinicos. Os picos com base alargada, eluidos no
inicio da corrida (0-20 minutos), provavelmente corresponderiam aos compostos fendlicos, e
foram mais representativos nos extratos hidroetandlicos da amostra adquirida em ervanaria (B2
e B3).

Com base nas informagdes descritas na literatura (Bueno et al., 2015) e os dados
obtidos experimentalmente neste estudo, seria possivel sugerir pela andlise do perfil quimico
que o espécime cultivado no campus Unicamp/Bardo Geraldo seria C. sylvestris var. sylvestris,
enquanto a amostra obtida na ervanaria de Piracicaba seria representativa de um espécime de
C. sylvestris var. lingua.

Essa variacdo no perfil quimico pode impactar os efeitos farmacoldgicos e/ou
toxicos produzidos pelo consumo desse extrato. Como os estudos prévios descreveram a
atividade anticAncer como uma das principais para os extratos de C. sylvestris, escolhemos os

testes de atividade antiproliferativa e clonogénico in vitro para a comparacdo dos extratos.
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Ainda, como a atividade antiproliferativa em linhagens de mama hormonio-dependente poderia
estar relacionada com acao (anti)estrogénica, optamos pela realizacdo do teste E-screen in vitro.

Para diluicdo das amostras em meio de cultivo de células empregou-se o
dimetilsulféxido (DMSO) como agente dispersante. O DMSO ¢é um co-solvente de baixa
toxicidade que apresenta grande capacidade de solubilizar uma ampla variedade de compostos,
favorecendo a posterior diluicdo em meio aquoso (De Souza, 2019). Além disso, no esquema
de diluicdo empregado, a concentracdo final de DMSO sempre foi igual ou inferior a 0,25%,
concentracdo esta que nao interfere na viabilidade celular (Fiorito, 2016).

Para avaliacdo da atividade antiproliferativa dos extratos de C. sylvestris [extratos
sucessivos em diclorometanos (Al e B1) e em EtOH 70% (A2 e B2) e extratos diretos em EtOH
70% (A3 e B3)] foi selecionado um painel celular formado por 5 linhagens tumorais e 2 ndo
tumorais, todas humanas (Tabela 4). Além das linhagens de glioblastoma U251,
adenocarcinoma de pulmao NCI-H460 (tipo ndo pequenas células) e HaCaT (queratindcitos
humanos, nao tumoral), foram avaliadas quatro linhagens de mama, a saber, MCF 10A (cé€lulas
epiteliais mamadrias, nao-tumoral), MCF-7 (adenocarcinoma de mama, ER+), MCF-7/AZ
(adenocarcinoma de mama, superexpressao de ER+ e PR+) e MDA-MB-231 (carcinoma de

mama, triplo negativo) (Figura 22).

Figura 22- Imunohistoquimica representativa para os receptores ER, PR e HER2 nas linhagens tumorais
de células mamarias humanas, MCF-7 (ER+), MCF-7/AZ (ER+, PR+) e MDA-MB-231
(triplo negativo).
ER PR HER2

MCF-7 .4 X 885 it

i

MCF-7/AZ .,

b

MDA-MB-2317 « & .

Barra de escala = 100 pM. ER = receptor de estrégeno; PR = receptor de progesterona; HER2 = fator de

crescimento epidérmico humano. Fonte: Mota et al., 2017, com adaptagdes.
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A partir dos dados experimentais de proliferacdo celular (%) de cada linhagem foi
calculada uma concentragdo efetiva para cada um dos seis extratos testados. De acordo com o
modelo NCI60 (Monks et al., 1991; Shoemaker, 2006), das trés concentragcdes efetivas que
poderiam ser calculadas nesse modelo, a que melhor expressava o perfil de atividade dos
extratos de C. sylvestris foi a concentracdo necessdria para inibir totalmente o crescimento
celular (TGI). Este parametro sugere que a amostra em estudo apresenta tanto efeito citostatico
quanto citocida em fun¢do da concentragao.

Desta forma, foi possivel evidenciar que o efeito antiproliferativo dos extratos de
C. sylvestris foi influenciado pela variacdo na composi¢cdo quimica. Assim, os extratos
diclorometanico Al e B1 foram mais ativos do que todos os hidroetandlicos. Comparando os
resultados dos extratos das folhas de C. sylvestris coletada no campus Unicamp/Barao Geraldo
com aqueles provenientes da amostra adquiria em ervanaria, foi evidente o maior efeito nas
amostras para as quais houve indicativo da presenca de compostos terpénicos (extratos Al, Bl
e A3). Ainda, o extrato Al apresentou atividade de moderada a potente frente as linhagens de
mama (MCF7, MCF7/AZ, MCF10A, MDA-MB-231), gliobastoma (U251) e queratindcitos
(HaCaT). Esses resultados sugeriram que essa atividade pode estar relacionada, em parte, a
presenca dos compostos terpénicos.

O efeito sobre diferentes linhagens de células tumorais ja foi descrito anteriormente
para extratos e 6leo essencial de C. sylvestris (Tabelas 1 e 2). Vdrios estudos elucidaram a
importancia dos diterpenos clerodanicos (casearinas e casearvestrinas) para o efeito
antitumoral, inclusive com descri¢ao de mecanismos pelos quais essas moléculas interferem na
proliferacdo e induzem morte celular (Itokawa et al., 2000; Oberlies & Burgess, 2002; Ferreira
et al.,2014). Além dos diterpenos, os sesquiterpenos identificados no 6leo essencial das folhas
de C. sylvestris também contribuem para o efeito antiproliferativo (Tabela 1).

Considerando o desempenho no teste de atividade antiproliferativa, optou-se pela
continuidade dos estudos in vitro com os extratos Al e B1 frente a linhagem tumoral de mama
(MCF7). A partir dos valores de TGI, foram estimadas as maiores concentragcdes que nao
interfeririam na proliferacao celular para a utiliza¢do no teste clonogénico.

A capacidade das células cancerigenas de formar colonias € indispensavel para a
disseminacdo de um tumor maligno para 6rgaos distantes. Portanto, compostos quimicos que
regulam negativamente a progressdo do ciclo celular sdo tteis para a terapia do cancer (Ferreira-
Silva et al., 2017). No teste clonogénico, o extrato Al foi capaz de gerar dano permanente as
células tratadas, reduzindo de maneira significativa o nimero de colonias formadas e de

maneira dependente da concentragao.
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Dados da literatura indicam que esse efeito permanente sobre a proliferagdo celular
pode ser atribuido aos diterpenos clerodanicos. Estudos in vitro mostraram que a casearina D,
isolada das folhas de C. sylvestris, foi capaz de inibir a capacidade clonogénica da linhagem
tumoral hepatica HepG2, induzindo parada no ciclo celular em fase G1/S, inibindo fosforilacao
de ERK e reduzindo a expressao génica de cyclina D1, resultando em uma redu¢do de 97% das
coldnias em culturas tratadas na concentragdo de 6 pg/mL (Ferreira-Silva et al., 2017).

Corroborando essa evidéncia, o extrato B2 apresentou um efeito proliferativo
inversamente proporcional a concentracdo testada. Como foi evidenciado pelas andlises
quimica e cromatograficas um teor maior de compostos fendlicos nesse extrato, é possivel supor
que esse efeito proliferativo possa ser atribuido a compostos fendlicos com agdo estrogénica.

Fitoestrogenos sdo substancias derivadas de plantas que tem atividade estrogénica
por apresentarem similaridade estrutural com o estrogénio. De acordo com sua estrutura
quimica sdo classificados em seis principais grupos: flavonas, flavononas, isoflavonas,
cumestanos, lignanas e estilbenos. Essas substancias ao se ligarem aos receptores de estrégeno
(ERs) irao modular as a¢des mediadas por esses receptores dependendo do tecido no qual estdo
localizados (Senthilkumar et al., 2018).

A estrogenicidade de um composto pode ser constatada in vitro por uma série de
ensaios e € refletida por seu efeito na proliferacdo de células positivas para receptores de
estrogénicos (Leusch et al., 2010). O ensaio E-screen determina a (anti)estrogenicidade de
compostos através da proliferacao de células MCF-7, uma linhagem celular de adenocarcinoma
mamdrio que superexpressa receptores de estrégeno e expressa aromatase e Sa-redutase como
outras células esteroidogénicas. E considerado um teste robusto, com boa sensibilidade e
reprodutibilidade, sendo utilizado tanto para andlise de potenciais farmacos quanto de
contaminantes ambientais. Uma das limitagdes deste modelo, € que mitégenos sem acgdo
estrogénica podem influenciar a proliferacdo celular, resultando em respostas ndo especificas
(Leusch et al., 2010; Resende et al., 2013).

Dando continuidade aos estudos dos extratos Al e B1, estes foram avaliados no
modelo E-screen. Com este modelo, buscdvamos evidenciar se a a¢do antiproliferativa sobre as
linhagens tumorais de mama estaria relacionada a uma ag@o sobre receptores ER e ainda se a
acdo proliferativa observada apds a exposicao a baixa concentracio de B1 poderia ser atribuida
a acdo estrogénica das substincias presentes nesse extrato.

Isso porque, dentre os compostos fendlicos ja descritos como constituintes das
folhas de C. sylvestris, encontram-se pelo menos 6 diferentes neolignanas, as casearialignanas

A —F, além de 4cido eldgico e alguns de seus derivados (acido 3’-O-metil elagico, 3,3’-di-O-
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metil eladgico e 3-O-metil-3’,4’-metilenodioxi eldgico) e 2 diferentes esterdides (daucosterol e
stigmastano-3f,6a-diol) (Xia et al., 2015), os quais poderiam atuar como fitoestrégenos em
func¢do de suas estruturas.

Apesar dos cuidados tomados para minimizar interferentes externos (uso de meio
de cultura sem vermelho fenol, soro fetal bovino 5%, tratado com carvao ativo para reducio de
teor de hormonios esteroidais), ndo foi possivel evidenciar a agdo proliferativa induzida por
17B-estradiol (E2) em células MCF7. Assim, nas condi¢des experimentais realizadas, nao foi
possivel inferir se os extratos Al e Bl apresentavam algum efeito anti/estrogénico. Uma
hipdtese para o insucesso do experimento € que o E2 pode ter se degradado, por expiracdo do
prazo de validade ou por problemas de acondicionamento durante o transporte entre
laboratérios.

Segundo as Resolucdes da Diretoria Colegiada, RDCs no. 18, de 03 de abril de
2013, e N° 26, de 13 de maio de 2014, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria— ANVISA
(MS, 2013 e 2014), para medicamentos fitoterdpicos e para produto tradicional fitoterdpico a
identificacdo da espécie vegetal em uso deve seguir a nomenclatura completa, ou seja, nome da
espécie formado por género mais epiteto especifico, seguido dos nomes do autor do bindmio
(botanico que classificou pela primeira vez a espécie) e, quando aplicdvel, a designacdo de
variedade seguida do nome da familia botanica. No entanto, para drogas vegetais, definidas
como “planta medicinal, ou suas partes, que contenham as substancias responsaveis pela acao
terapéutica, apds processos de coleta/colheita, estabilizacdo, quando aplicdvel, e secagem,
podendo estar na forma integra, rasurada, triturada ou pulverizada” ndo a especificagcdo sobre a
denominagdo botanica.

Em nosso estudo, uma amostra de folhas de C. sylvestris foi adquirida como droga
vegetal em uma ervanaria de Piracicaba. No rétulo dessa amostra constava apenas a descricao
de género e epiteto especifico, sem mencao a designagcdo de variedade. Como nosso estudo
demonstrou, em conjunto com todos os dados ja reportados para C. sylvestris, a identificacao
correta da variedade € extremamente importante. As duas variedades de C. sylvestris descritas,
var. lingua e var. sylvestris, apresentam diferengas na composi¢ao quimica que irdo influenciar

nos efeitos farmacoldgicos e toxicos.
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7 CONCLUSAO

Através do emprego de diferentes técnicas cromatogréficas e colorimétricas, foi
possivel comparar o perfil quimico de duas amostras de folhas de Casearia sylvestris obtidas
de diferentes procedéncias. No presente estudo, foi evidenciada a presenca de substincias
terpénicas e fendlicas nos extratos de folhas de C. sylvestris sendo que a amostra coletada no
campus Unicamp/Bardao Geraldo apresentou maior teor de substincias terpénicas enquanto a
adquirida em ervanaria mostrou-se mais enriquecida em compostos fenélicos. Essas diferencas
sdo compativeis com os relatos para a composi¢do quimica de C. sylvestris var. sylvestris e C.
sylvestris var. lingua, respectivamente. Esta variacdo refletiu-se em diferencas significativas
nos efeitos farmacolégicos. Desta forma, evidenciou-se que o extrato com maior teor de
terpenos, além de apresentar atividade antiproliferativa mais potente, manteve o efeito inibitorio
mesmo apds sua retirada do meio de cultivo (efeito antiproliferativo ndo reversivel). Por outro
lado, o extrato com menor teor de terpenos, apesar do efeito antiproliferativo inicial, apresentou
efeito proliferativo residual, o qual poderia ser atribuido, parcialmente, as lignanas ja
identificadas e descritas em C. sylvestris. Os dados obtidos neste estudo corroboram o uso
terapéutico das folhas de C. sylvestris e reforcam a importancia da correta identificacdo botanica
de uma espécie vegetal, incluindo a designagao de variedade, para a comercializacdo de drogas
vegetais. Desta forma, os usudrios de plantas medicinais poderiam usufruir adequadamente dos

efeitos terapéuticos que cada espécie pode proporcionar.
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