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RESUMO

Hirtella racemosa Lam. (Chrysobalanaceae), popularmente conhecida como
ajururana, ajirt-do-mato ou murtinha, € um arbusto que se desenvolve em biomas
como caatinga, restinga e cerrado. Com o objetivo de avaliar o potencial fitoquimico
e farmacologico da espécie, este trabalho compreende trés tépicos referentes ao
estudo farmacognostico: farmacobotanica, fitoquimica e atividades biolégicas. Para
caracterizacdo botanica da espécie foram realizados cortes histolégicos que
revelaram a presenca, no caule, de periderme com 2-4 camadas de suber,
lenticelas, idioblastos contendo drusas no cortex e floema. Na folha, foi observada a
presenca de pelos tectores simples, estdbmatos do tipo paracitico, idioblastos
contendo drusas no parénquima. O estudo fitoquimico realizado em CCD
(cromatografia em camada delgada) identificou constituintes terpénicos,
flavonoidicos, saponinas e proantocianidinas nas folhas. Foi realizada a extracao
dos metabdlitos em aparelho de Soxhlet, utilizando solventes de polaridades
distintas para posterior avaliacdo das atividades biolégicas de H. racemosa.
Procedeu-se ao ensaio de toxicidade aguda nao revelando-se toxica na dose de
2000 mg/Kg. No ensaio de peritonite induzida por carragenina, para avaliacdo de
atividade anti-inflamatéria, foi observada atividade na dose de 200 mg/Kg para o0s
extratos utilizados. Experimentos in vitro utilizando culturas de células cancerigenas
demonstraram potencial citotoxico contra a linhagem de cancer de pulmdo humano
(NCI-H-292) e potencial moderado contra linhagens de carcinoma de célon (HT29) e
laringe (HEp-2). A partir de todos os resultados obtidos com esta pesquisa, torna-se
possivel expressar que os estudos botanicos, fitoquimico e avaliacao preliminar das
atividades anti-inflamatoria e citotoxica de H. racemosa, contribuem para o
conhecimento de uma espécie com potenciais quimico e farmacoldgico

inexplorados, podendo vir a colaborar futuramente no arsenal terapéutico.

Palavras chaves: Histologia, Terpenos, Flavondides, Citotoxicidade, Inflamacao.



ABSTRACT

Hirtella racemosa Lam (Chrysobalanaceae), popularly known as ajururana, ajiru-do-
mato or murtinha, is a shrub that grows in biomes such as savanna, cerrado and
restinga. In order to evaluate the potential of the phytochemical and pharmacological
species, this work covers three topics concerning the study pharmacognosy:
Pharmacobotany, phytochemical and biological activities. For characterization of the
botanical species were prepared histologic sections that revealed the presence, on
the stem, of a periderm of 2-4 layers of cork, lenticels, idioblasts containing druses in
the cortex and phloem. In leaves, was observed the presence of glandular simple
paracitic stomata, idioblasts containing druses in parenchyma. The phytochemical
study performed on TLC (thin layer chromatography) identified terpene constituents,
flavonoids, saponins and proanthocyanidins in leaves. We performed the extraction
of metabolites in the Soxhlet apparatus using solvents of different polarities for
further evaluation of the biological activities of H. racemosa. The acute toxicity test
revealed no toxic dose at 2000 mg / kg. For tests on carrageenan-induced peritonitis,
to evaluate anti-inflammatory activity, activity was observed at a dose of 200 mg / kg
of the extracts used. In vitro experiments using cultured cancer cells showed
cytotoxic potential against the strain of human lung cancer (NCI-H-292) and
moderate potential against colon carcinoma cell lines (HT29) and larynx (HEp-2).
From all results obtained with this research, it becomes possible to express the
botanical studies, preliminary phytochemical and anti-inflammatory activity and
cytotoxicity of H. racemosa, contribute to the knowledge of a species with potential
chemical and pharmacological unexplored may come to contribute in future

therapeutic arsenal.

Keywords: Histology, Terpenes, Flavonoids, Citotoxicity, Inflamation



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

AcOEt — Acetato de etila.

AcOH — Acido acético.

ACVr-HSV1 — Virus Herpes Simplex tipo | aciclovir-resistente
AF — Acido formico.

Caco-2 — Linhagem de células de cancer de célon

DMSO - Dimetilsulfoxido

EACOEt — Extrato acetato de etila.

Edicloro — Extrato diclorometano.

EDTA — Acido etilenodiamino tetra acético

En-hex — Extrato n-hexano.

ESP — Extrato metandlico rico em saponinas, proantocianidinas e
leucoantocianidinas.

FAA 50 - Formol, acido acético e alcool etilico a 50% (90:5:5)
HEp-2 — Linhagem de células de cancer de laringe humano.
Hep G2 - Linhagem de células de hepatoma humanao.

H. racemosa — Hirtella racemosa.

HT29 — Linhagem de células de cancer de colo humano.

IC % - Percentual de inibicdo celular

L. apetala — Licania apetala.

L. carii — Licania carii.

L. heteromorpha — Licania heteromorpha.

L. licaniaeflora — Licania licaniaeflora.

L. pittieri — Licania pittieri.



L. pyrifolia — Licania pyrifolia.

MTT - 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium.
NCI-H-292 — Linhagem de células de cancer de pulmdo humano.
NEU - difenilboriloxietilamina

PBS — Tampéao fosfato salino.

K562 — Linhagem de células de eritroleucemia
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OBJETIVOS

GERAL

Caracterizacdo boténica, identificacdo dos grupos de metabdlitos
secundarios majoritarios e estudo de atividade biologica (anti-inflamatéria e

citotoxica) de Hirtella racemosa Lam.

ESPECIFICOS

e Caracterizar a espécie microscopicamente;

e Realizar prospeccao fitoquimica para o0s principais grupos de
metabalitos secundarios;

e Avaliar toxicidade aguda;

e Avaliar atividade anti-inflamatoria;

e Avaliar a citotoxicidade em trés linhas de células de céncer humano:
NCI-H-292 (carcinoma de pulmao), HT29 (carcinoma de colon) e Hep-2

(carcinoma de laringe).



CAPITULO 1



16

CAPITULO | - FARMACOBOTANICA DE

Hirtella racemosa Lam.

1. Introducgéo

Chrysobalanaceae foi descrita pela primeira vez pelo botanico Robert
Brown na obra “Observations, systematical and geographical, on the herbarium
collected by Professor Christian Smith, in the vicinity of the Congo, during the
expedition to explore that river, under the command of Captain Tuckey, in the year
1816” (SALISBURY, 1818). Acioa, Atuna, Bafodeya, Chrysobalanus, Couepia,
Dactyladenia, Exellodendron, Grangeria, Hirtella, Hunga, Kostermanthus, Licania,
Magnistipula, Maranthes, Neocarya, Parinari e Trichocarya sdo os 17 géneros que
compde a familia (NCBI, 2012), ha no total, cerca de 525 espécies. Sao plantas
lenhosas, arbustivas ou arbodreas, encontradas nas regides tropicais e subtropicais
(figura 1), principalmente nos tropicos da América Latina e Africa
(YAKANDALAWALA; MORTON; PRANCE, 2010). A madeira é pouco aproveitada
devido a alta taxa de silica, porém diversas espécies tém frutos comestiveis
(PRANCE, 1988).

No nordeste do Brasil, encontram-se 23 espécies do género Hirtella, duas
variedades de H. racemosa: H. racemosa Lam. var. racemosa e H. racemosa Lam.
var. hexandra (CNIP, 2010). Hirtella racemosa possui distribuicdo geografica
ocorrendo desde o México até o centro-oeste do Brasil (figura 2). Foi identificada
pela primeira vez por Lamarck em 1789 (PRANCE, 1988). Popularmente conhecida
no norte do Brasil como ajururana, coracdo de negro ou murtinha, apresenta-se
como arbusto (figura 3), com floracdo constante ao longo do ano em vegetacdes de
cerrado, caatinga e restinga (PRANCE, 1988).
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Figura 1 — Distribuicdo geogréfica da familia Chrysobalanaceae = (GBIF, 2012a).

Figura 2 - DistribuicAo geografica de Hirtella
racemosa (GBIF, 2012b).
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Figura 3 — Hirtella racemosa em habitat. Por Evanilson A. Feitosa

2. Revisao da Literatura

2.1. Caracteristicas Botanicas da Familia Chrysobalanaceae

As plantas da familia Chrysobalanaceae possuem folhas inteiras, duras,
de disposicao alterna, disticas, com estipulas. Flores pequenas em geral branco-
esverdeadas, ciclicas, zigomorfas, diclamideas, com receptaculo desenvolvido.
Sépalas e pétalas livres, em geral pentameros; ovario supero, bi a tricarpelar,
unilocular, em geral com um s6 6vulo e geralmente fruto drupaceo. Nos cerrados
brasileiros e nas matas da Amazonia ocorrem espécies arboreas do género Licania,
algumas delas conhecidas como oiticica, produtoras de 6leo. As espécies do cerrado
em geral apresentam-se com troncos muito retorcidos. No Nordeste do Brasil,
espécies dos géneros Licania e Moquilea sdo popularmente conhecidas como oiti.
Do género Parinari, espécies da regido amazonica produzem a fruta designada
pajura. Também na regido amazonica, espécies de Couepia produzem a castanha-
de-cutia (JOLY, 1998). No nordeste do Brasil, sdo utilizadas como potencial
forrageiro: Chrysobalanus icaco, Couepia impressa, Couepia rufa, Couepia uiti,
Licania parviflora, Licania salzmannii e Licania tomentosa. Em Pernambuco, na Zona
da Mata, utilizam-se como forrageiras Couepia impressa e Couepia rufa e, no Litoral,
Chrysobalanus icaco e Licania tomentosa (TABARELLI; SILVA, 2002).

Metcalfe e Chalk (1988) descrevem caracteristicas anatébmicas de
algumas espécies de Chrysobalanaceae. Geralmente apresentam peciolo com
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cilindro fechado de xilema e floema, dois pequenos fios vasculares adaxiais, com
variacdes entre géneros e espécies do mesmo género. As folhas apresentam
estbmatos paraciticos, na face abaxial, epiderme com paredes mucilaginosas,
papilosidade na face abaxial e hipoderme presente em algumas espécies. Pélos
ramificados, peltados, estrelados ou glandulares. Mesofilo predominantemente
dorsiventral, atravessado por células lignificadas como fibras. Veias com feixes
vasculares cercados por fibras esclerenquiméticas. Células dos vasos com
perfuracbes simples, sem espacamento espiral, bandas uni-trisseriadas de
parénquima apotraqueal em raios heterogéneos e fendas de fronteira em fibras.
Cristais de silica, isolados ou agrupados, presentes em membranas, células da
epiderme e dentro de idioblastos cercando veias foliares e o mesofilo. Cavidades
secretoras também sdo encontradas em alguns géneros. Um anel continuo ou
descontinuo de esclerénquima circunda o cilindro vascular caracterizando o periciclo
e ceélulas com espessamento em “U” na seccdo transversal. O feixe vascular

principal mostra varia¢des relacionadas com o arranjo do xilema e do floema.

2.2. Caracteristicas Botanicas de Hirtella racemosa Lam.

Possui folhas que variam em tamanhos de 3,5 a 16,5 cm de comprimento
por 1,5 a 7 cm de largura, com formas eliticas a oblongas e com aspecto semelhante
a couro, base subcordada a cuneada (forma de cunha); apice acuminado com 1 a 14
mm de comprimento. As folhas na face abaxial apresentam nervuras secundarias
gue vao de 6 a 10 pares proeminentes, e na face adaxial prominulas. O peciolo sé&o
teretes, eglandulosos, glabros ou pubérulos com comprimento de 1 a 3 mm.
Estipulas lineares, eglandulosas, persistentes, glabras ou pubescentes com
comprimento de 1,5 a 5 mm. Sua inflorescéncia (Figura 4), é ramificada (racemosa)
terminal e axilar que vai de 5 a 29 cm de comprimento com raquis pubérulo ou
glabrescente. Flores que variam de 3,5 a 6 cm de comprimento, com sépalas agudas
e pouco pubérulas externamente, porém, pubérulas internamente. Pétalas em tons
roxos e glabras. O ovario € inserido na margem do disco, de natureza pilosa-
tomentosa. O fruto, drupaceo, tem formato elipsoide com epicarpo glabro e
mesocarpo delgado, carnoso, endocarpo delgado, duro e hirsuto internamente
(PRANCE, 1988).
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Em levantamento realizado sobre caracteres funcionais existentes em

plantas da caatinga e restinga em Pernambuco, Brasil, foram colhidos dados sobre a

espécie como mostra a Tabela 1.

Figura 4 — Inflorescéncia de H. racemosa. Por Evanilson A. Feitosa.

Tabela 1 - Parametros morfolégicos quantitativos em folhas de
Hirtella racemosa Lam (COSTA; CHAGAS; PIMENTEL, 2010).

Parametros Medidas
Area (cm?) 14,32
Comprimento (cm) 6,78
Largura (cm) 2,75
Espessura (cm) 0,16
indice Foliar 2,47

Volume (cm?d) 0,29
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3. Padronizac&o Botanica de Hirtella racemosa Lam.

Procedeu-se a caracterizacdo microscopica visando contribuir com a

descricao macroscopica relatada anteriormente para fins de padronizacao botanica.

3.1. Material Vegetal

O material examinado de Hirtella racemosa Lam. foi coletado no municipio
de Itamaraca-PE, a cerca de 50 km do Recife, com coordenadas: 07°45'00" S,
34°49'30" W limitando-se ao norte com Goiana, ao sul com Igarassu, a leste com
Oceano Atlantico e a oeste com Itapissuma. Apdés coleta, exemplares dessecados e
prensados foram depositados no Herbario UFP — Geraldo Muniz, da Universidade
Federal de Pernambuco e também no Herbéario IPA — Dardano de Andrade Lima,

obtendo-se numero de tombamento 58.372 e 86.753, respectivamente.

3.2. Microscopia

Folhas adultas e sem danos visiveis foram removidas de cada individuo e
fixadas na solucédo FAA 50 (formol, acido acético e alcool etilico a 50%).

Laminas semipermanentes, montadas em glicerina aquosa 50% foram
produzidas com secc¢les transversais (JOHANSEN, 1940), a méo livre, do caule e
das folhas, utilizando peciolo de embauba como suporte, clarificados com hipoclorito
de sodio 50% e coradas com azul de metileno 1% (solugdo aquosa) e safranina
alcodlica 1%. Fragmentos epidérmicos, de ambas as faces foliares foram obtidos
apos dissociacdo, por imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio a 20% por um
periodo de 48 — 72 horas (KRAUTER, 1985).

As descricbes anatbmicas sdo baseadas em Metcalf e Chalk (1988). As
observacbes e analises foram realizadas com imagens digitais, utlizando o

programa de analise Image Tool (WILCOX et al., 2002).
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4. Resutados e Discussao

4.1. Caule

A espécie apresenta caule de contorno circular, estrutura secundaria com
revestimento de periderme com 2-4 camadas de suber, presenca de lenticelas,
idioblastos contendo drusas no cortex e floema (Figura 5A). Faixa unisseriada de
fibras de esclerénquima (Figura 5B, seta soélida). Feixe vascular continuo, do tipo

colateral, e regido medular contendo parénquima incolor.

Figura 5. Vista transversal do caule de H. racemosa. A. Aspecto geral mostrando faixa
de esclerénquima (seta); B. Detalhe do cortex caulinar mostrando lenticela (seta
tracejada) e faixa de esclerénquima (seta sélida). Barras: A. 200pum; B. 100 pum.

4. 2. Folha

Folha apresentando epiderme com pelos tectores simples e unicelulares
(Figura 6), com base de células em disposicdo radial e paredes anticlinais retas. Os
pelos estdo distribuidos, preferencialmente, sobre as nervuras (Figura 6A), em
ambas as faces, e mais abundantes na face abaxial. Estbmatos do tipo paracitico

estdo presentes apenas na face abaxial (Figura 7).
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Figura 6. Vista frontal da epiderme foliar de H. racemosa. A. Face adaxial mostrando
pelo tector sobre as nervuras (setas); B. Face abaxial mostrando pelos tectores.
Barras: 200pum.
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Figura 7. Vista frontal da epiderme foliar de H. racemosa. A. Face abaxial evidenciando
pélos tectores e estdmatos; B. Detalhe de estdbmatos paraciticos. Barras: A. 200um; B.

50 um.

&

O mesofilo é dorsiventral, com uma camada de células de parénquima
palicadico e cinco camadas de células de parénquima esponjoso. Imediatamente
abaixo da face adaxial da epiderme € encontrada uma camada com grandes células
incolores semelhante a uma hipoderme (Figura 7A). Idioblastos contendo drusas
estdo presentes no parénquima, especialmente sobre ambas as costelas da nervura
principal (Figura 7B).
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A presenca de estruturas como idioblastos contendo cristais (drusas), em
sua grande maioria de oxalato de célcio, sGo comuns em espécies estabelecidas em
ambientes com grande quantidade de sais no solo (ARRUDA, VIGILIO, BARROS,
2009; COSTA, CHAGAS, PIMENTEL, 2010), como € o caso de H. racemosa, que &
mais facilmente encontrada em areas de restinga e regides litoraneas proximas a
grandes reservatérios de 4gua salgada/salobra.

A hipoderme é considerada como um auxiliar na protecdo contra a perda
de agua por dessecacao, pelo fato dessas células acumularem dgua em seu interior,
e, também, como protecdo das células do parénquima clorofiliano contra a acao
danosa da radiacdo solar direta sobre essas células. Boeger e Gluzezak (2006),
explicam a presenca de tecidos que acumulam agua como uma caracteristica de
plantas que sdo encontradas em ambientes salinos.

E observado também uma faixa de fibras de esclerénquima que circunda
o feixe vascular da nervura principal com extensfes em direcdo a face adaxial da
folha (Figura 8). Nervura principal apresentando feixe vascular do tipo colateral
aberto (Figura 8B).



Figura 8. Mesofilo de H. racemosa. A. Vista transversal mostrando
hipoderme (h) e drusas (setas). B. Vista transversal de nervura
central evidenciando a presenca de drusas (setas). Barras: 100um.

25
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5. Concluséao

Como descrito por Metcalfe e Chalk (1988) de forma geral para a familia
Chrysobalanaceae, H. racemosa apresenta estruturas morfolégicas comuns a outros
representantes deste taxa. Estbmatos paraciticos somente na face abaxial, presenca
de hipoderme, mesofilo predominantemente dorsiventral e veias com feixes
vasculares cercados por fibras esclerenquimaticas corroboram a descri¢do geral da
familia.

Visto que n&do consta na literatura dados sobre a caracterizacao
microscépica da espécie, os resultados obtidos contribuem como ferramenta para
caracterizacao botanica de Hirtella racemosa.



CAPITULO I
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Capitulo Il: FITOQUIMICA E ATIVIDADES
BIOLOGICAS PRELIMINARES DE

Hirtella racemosa Lam.

1. Introducgéo

Dentre todas as fontes de substancias biologicamente ativas existentes, o
uso de plantas é certamente uma das estratégias mais bem sucedidas
(FARNSWORTH et al., 1985). A pesquisa de atividades bioldgicas utilizando material
vegetal é fascinante por envolver conhecimentos interdiciplinares, tal como a
etnofarmacologia, quimica, ciéncias bioldgicas e médicas.

H. racemosa € uma espécie com potencial farmacologico inexplorado,
mas possui o0 precedente bastante favoravel de outros exemplares de
Chrysobalanaceae que sdo ricos em indicacbes de usos populares e atividades

biologicas.
1.1. Fitoquimica da Familia Chrysobalanaceae

Ha ainda poucos estudos que abordem a composicdo quimica de
espécies de Chrysobalanaceae além dos géneros Licania e Parinari. Nota-se que
nao ha estudos com outros géneros da familia, tal como Hirtella, Dactyladenia,
Exellodendron ou Grangeria.

Os primeiros estudos ocorreram na década de 60 e abordavam a
presenca de agliconas flavonoidicas em espécies de Rosaceae, incluindo dois taxas
de Chrysobalanaceae: Chrysobalanus icaco e Licania rigida, nos quais identificou-
se a miricetina (CHAFFAUD; EMBERGER, 1960).

Posteriormente, a investigacdo de 31 espécies do género Parinari,
identificou flavondides como miricetina, quercetina, kaempferol e seus glicosideos
(CORADIN; GIANNASE; PRANCE 1985). Estudos com espécies do género Licania
demostram que assim como em Parinari, resultam no isolamento e caracterizacéo

de duas classes majoritarias de compostos: metabdlitos triterpénicos e flavonoidicos
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(CASTILHO et al., 2005). De forma particular, diterpenos de nucleo kaurano em

espécies de Parinari. As estruturas quimicas dos constituintes de espécies de

Chrysobalanaceae séo apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1 — Estruturas quimicas dos constituintes de Chrysobalanaceae

Constituinte Estrutura Espécies Referéncia
Kaempferol Licania pyrifolia (BILIA et al.,
1996)

Kaempferol-3- L. pyrifolia (BILIA et al.,
ramnosideo 1996)

L. licaniaeflora (BRACA et

al., 2002b)

Kaempferol-3- L. apetala (BRACA et
rutinosideo al., 2002b)

Parinari

curatellifolia

P. hypochrysea

P. excelsa

P. campestris

P. occidentalis (CORADIN,

P. anamensis GIANNASE

P. oblongifolia & PRANCE

P. nonda 1985).
Kaempferol-3- Licania pyrifolia (BILIA et al.,
arabinosideo 1996)

HO OH

OH
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Kaempferol-3-(2”- L. pyrifolia (BILIA et al.,
xilosil) ramnosideo 1996)
L. licaniaeflora (BRACA et
al., 2002b)
HO OH
Miricetina L. pyrifolia (BILIA et al.,
1996)
L. densiflora (BRACA et
al., 2002b)
Miricetina-3- Licania pyrifolia (BILIA et al.,
ramnosideo 1996)
L. heteromorpha (BRACA et
al., 1999b)
L. densiflora
L. apetala (BRACA et
al., 2002b)
Parinari
curatellifolia
P. capensis
P. curatellifolia (CORADIN,
P. congolana GIANNASE
P. chapelieri & PRANCE
1985).
Miricetina-4'- OH L. heteromorpha (BRACA et
metoxi-3- al., 1999b)
ramnosideo L. densiflora
(BRACA et
al., 2001b)

HO OH

OH
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Miricetina-3-(2"- L. pyrifolia (BILIA et al.,
xilosil) ramnosideo 1996)
L. carii (BILIA;
MENDEZ;
MORELLI,
1996)
Miricetina 3-O-a-L- L. densiflora (BRACA et
(27-0O-a-L- al., 1999a)
ramnopiranosil)-
ramnopiranosideo
HyC o)
HO—%0
o)
Miricetina 3,4’-di- L. heteromorpha (BRACA et
O-a-L- al., 1999c)
ramnopiranosideo
L. heteromorpha
(BRACA et
al., 1999b)
Miricetina-4'- L. apetala (BRACA et
ramnosideo al., 2002b)
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Miricetina 7-metil OH CHs L. heteromorpha (BRACA et
éter 3,4’-di-O-a-L- O- OH al., 1999c)
ramnopiranosideo OH

Dihidromiricetina- L. licaniaeflora (BRACA et
3-ramnosideo al., 2002b)
Miricetina 3’,5'- L. densiflora (BRACA et
dimetil-éter-3- al., 2001b)
ramnosideo

3.4- L. densiflora (BRACA et
dimetilmiricetina-3- al., 1999a)
O-B-D-

glucopiranosideo

Miricetina 4’-metil L. heteromorpha (BRACA et
etér 3-O-B-D- al., 1999c)

galactopiranosideo




33

Miricetina-3- L. carii (BILIA;
galactosideo MENDEZ;
MORELLI,
1996)
L. licaniaeflora (BRACA et
L. heteromorpha al., 2002b)
L. densiflora (BRACA et
al., 1999b)
Parinari
curatellifolia (CORADIN,
P. capensis GIANNASE
P. congolana & PRANCE
P. chapelieri 1985).
Miricetina-3’-metil- L. densiflora (BRACA et
éter-3- al., 2001b)
galactosideo
Miricetina-3- L. carii (BILIA;
glucosideo MENDEZ;
MORELLI,
1996)
L. densiflora (BRACA et
al., 1999b)
Miricetina 3’-metil- L. densiflora (BRACA et
éter-3-glucosideo al., 2001b)
Miricetina-3’-metil- L. carii (BILIA;
3-rutinosideo MENDEZ;
MORELLI,

1996)
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Miricetina-3- OH L. carii (BILIA;
rutinosideo OH MENDEZ;
O MORELLI,
1996)
HO oH
OH
o] OH
OH §
o]
OH
o]
OH
o}
H,C OH
OH
Miricetina 3’,5’- OCH3 L. densiflora (BRACA et
dimetil-éter-3-O- al., 2001b)
glucosideo
Miricetina-4’- L. heteromorpha (BRACA et
metoxi-3- al., 1999b)
galactosideo
Miricetina-4’- L. heteromorpha (BRACA et
metoxi-3- al., 1999b)
glucosideo
Miricetina-3- L. licaniaeflora (BRACA et

arabinosideo

al., 2002b)
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Quercetina

L. pyrifolia

L. pittieri

L. densiflora

(BILIA et al.,
1996)

(MENDEZ,
BILIA,
MORELLI,
1995)

(BRACA et
al., 1999b).

Quercetina-3-
ramnosideo

L. pyrifolia

L. apetala

L. licaniaeflora

L. pittieri

L. densiflora

Parinari sp.

(BILIA et al.,
1996)

(BRACA et
al., 2002b)

(BRACA et
al., 2002b)

(MENDEZ;
BILIA:
MORELLI,
1995)

(BRACA et
al., 1999b)

(CORADIN,
GIANNASE
& PRANCE
1985).

Quercetina-3-
arabinosideo

L. pyrifolia

L. licaniaeflora

L. apetala

L. pittieri

(BILIA et al.,
1996)

(BRACA et
al., 2002b)

(BRACA et
al., 2002b)

(MENDEZ;
BILIA;
MORELLI,
1995)

Quercetina-3-(2"-
xilosil) ramnosideo

HO OH

OH

L. pyrifolia

L. carii

(BILIA et al.,
1996)

(BILIA et al.,
1996)
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Quercetina-3-
galactosideo

. carii

. licaniaeflora

. apetala

. pittieri

(BILIA;
MENDEZ;
MORELLI,
1996)
(BRACA et
al., 2002b)

(BRACA et
al., 2002b)

(MENDEZ;
BILIA:
MORELLI,
1995)

Quercetina 3-
glucosideo

. carii

. pittieri

(BILIA;
MENDEZ;
MORELLI,
1996)

(MENDEZ;
BILIA:
MORELLI,
1995)

Narigenina 8-
hidréxi-4’-metil
éter

HO

. densiflora

(BRACA et
al., 1999a)

8-Hidroxi-
naringenina

HO‘O

. pyrifolia

. licaniaeflora

(BILIA et al.,
1996)

(BRACA et
al., 2002b)

Hipoletina

. pyrifolia

(BILIA et al.,
1996)

8-Hidroxi-
eriodictiol

HO‘O

. pyrifolia

(BILIA, et al.
1996)

Catequina (trans)
Epicatequina (cis)

OH
HO 0] O
OH

. pittieri

. densiflora

(MENDEZ;
BILIA;
MORELLI,
1995)

(BRACA et
al., 1999b)
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Rutina L. carii (BILIA;
MENDEZ;
MORELLI,
1996)
L. apetala (BRACA et
al., 2002b)
Taxifolina-3- L. apetala
ramnosideo
L. licaniaeflora (BRACA et
al., 2002b)
Acido flavona- L. arianeae (CARVALHO
sulfénico, 4'- et al., 2008)
metoxi-5,7-
diidroxi-flavona-6-
sulfénico
Acido ursélico L. carii (BILIA;
MENDEZ;
MORELLI,
1996)
L. tomentosa (CASTILHO;
KAPLAN,
2008)
L. pittieri (MENDEZ;
BILIA,
MORELLI,
1995)
Acido 2a-hidroxi- wCHg L. carii (BILIA;
ursolico MENDEZ;
MORELLI,

1996)




38

Acido maslinico L. carii (BILIA;
MENDEZ;
MORELLI,
1996)
L. licaniaeflora (BRACA et
al., 2001a)
Acido 3-O-trans-p- L. heteromorpha (BRACA et
cumaroil maslinico al., 1999b)
: Ri= OH,
R,=trans-p-
cumaroil
Acido 3-O-cis-p-
cumaroil
maslinico: R;=
OH, Ry=cis-p-
Qumaroil
Acido 33-O-trans- L. heteromorpha (BRACA et
p-cumaroil-2a- al., 1999b)
hidréxi-urs-12-en-
28-6ico: R;= aOH,
R,=B-O-trans-
cumaroil
Acido 3B-O-cis-p-
cumaroyl-2a-
hidréxi-urs-12-en-
28-6ico: R;= aOH,
R,=B-O-cis-
cumaroil
B-sitosterol-3-O- L. carii (BILIA et al.,
glucosideo 1996)
OH
HO
o]
HO
Acido betulinico L. carii (BILIA;
MENDEZ;
MORELLI,
1996)
(CASTILHO;
L. tomentosa KAPLAN,
2008)
L. heteromorpha (BRACA et
al., 1999b)
L. licaniaeflora (BRACA et

al., 2001a)
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Acido 3-O-[6"-O-4- L. arianeae (CARVALHO
hidroxibenzoil]-B- et al., 2008)
D-galactopiranosil-
ursa-12-en-28-6ico
Licanolideo L. tomentosa (CASTILHO
et al., 2005)
Acido oleandlico 3- L. licaniaeflora (BRACA et
O-arabinosideo al., 2001a)
HO OH
Arjunetina L. licaniaeflora (BRACA et
al., 2001a)
CH,OH
H
Olean-12-en- L. licaniaeflora (BRACA et
2a,3B-diol al., 2001a)
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15-Oxozoapatlina P. curatellifolia (LEE et al.,
1996)
13-Metoxi-15- P. curatellifolia (LEE et al.,
oxozoapatlina 1996)
13-Hidroxi-15- P. curatellifolia (LEE et al.,
oxozoapatlina 1996)
P. campestris (BRACA et
al., 2005)
Acido 15- P. campestris (BRACA et
oxozoapatlina- al., 2005)
13a-yl-10’a, 16’a-
dihidroxi-9’a-metil-
20’-nor-kaurano-
19’-6ico y-lactona-
17’-6ico
Acido10q, 13a, P. campestris (BRACA et
16q, 170- al., 2005)
tetrahidroxi-9a-
metil-15-0x0-20-
nor-kaurano-19-
o6ico y-lactona
Acido 2a, 10a, Parinari campestris | (BRACA et
13a, 16a, 17- al., 2005)
pentahidréxi-9a-
metil-15-0x0-20-
nor-kaurano-19-
dico (19,10)-
lactona
Acido 3a, 10a, P. campestris (BRACA et
13a, 16a, 17- al., 2005)

pentahidréxi-9a-
metil-15-0x0-20-
nor-kaurano-19-
dico y-lactona
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1B, 16q, 17- P. campestris (BRACA et

trihidréxi-ent- al., 2005)

kaurano

Acido oleandlico L. tomentosa (CASTILHO;
KAPLAN,
2008)

L. licaniaeflora (BRACA et
al., 2001a)
(MENDEZ,
L. pittieri BILIA,

MORELLI,
1995)

Acido alfitdlico: L. heteromorpha (BRACA et

R1=R2=0OH al., 1999b)

Acido 3-O-trans-p-

cumaroil alfitélico:

R;= OH, Ro=trans-

p-cumaraoil

Acido 3-O-cis-p-

cumaroil alfitélico:

R;= OH, R,=cis-p-

cumaroil

Estigmasterol L. tomentosa (CASTILHO;
KAPLAN,
2008)

Sitosterol L. tomentosa (CASTILHO;
KAPLAN,
2008)

Lupeol L. tomentosa (CASTILHO;
KAPLAN,

2008)
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Acido Toméntico

KAPLAN,
2008)

A familia Chrysobalanaceae ainda apresenta-se como fonte pouco
explorada no isolamento e caracterizacdo de seus contituintes quimicos. Por isso,
pode abrir novos caminhos na descoberta de moléculas com acdo terapéutica,

candidatas a principios ativos.

1.2. Etnofarmacologia da Familia Chrysobalanaceae

Espécies de Chrysobalaneceae sdo empregadas popularmente para
diversos fins na América do Sul e Africa. Na Venezuela, espécies de Licania sio
cultivadas devido seus frutos comestiveis (TOLEDO; KUBITZKI; PRANCE, 1982) e
utilizadas popularmente como anti-inflamatorias (PITTIER, 1978).

No nordeste brasileiro, espécies de Licania sdo conhecidas como oiticica
e tem suas folhas usadas para tratar diabetes (AGRA et al.,, 2008), dores
estomacais, diarréia e disenteria (CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010).
Também é utilizada para tratar diabetes, no Senegal, a casca do caule de Parinari
excelsa (NDIAYE et al., 2008), e no estado do Para, Hirtella racemosa, tem as folhas
utilizadas no preparo de cha também para tratar diabetes (COELHO-FERREIRA,
2009). Na América Latina, Licania arborea é utilizada como antifungica (SVETAZ et
al., 2010).

Chrysobalanus icaco, também conhecido como abajeru, é um arbusto de
médio porte, nativo do litoral do continente americano. E utilizado na medicina
popular para o tratamento de leucorréia, hemorragias e diarréia crénica, sendo
também conhecido pelo seu efeito diurético e hipoglicémico (COSTA, 1977; PAULO
et al., 2000; VARGAS-SIMON, ARELLANO-OSTOA, GARCIA-VILLANUEVA, 1997).
No norte do Brasil, a sua raiz é utilizada para tratar diabetes (COELHO-FERREIRA,
2009).

L. tomentosa (CASTILHO;




43

Espécies do género Parinari, como P. curatellifolia e P. excelsa séo
utilizadas tradicionalmente na Africa como remédio para desinteria, epilepsia,
maléria, dor de dente e doengas sexualmente transmissiveis (UYS et al., 2002;
ARNOLD, GULUMIAN , 1984). A folha de Parinari curatellifolia, no sul da Uganda, é
utilizada para tratar dores estomacais (SSEGAWA; KASENENE, 2007), no oeste da
Africa, sua casca do caule é empregada como antihelmintico (DIEHL et al., 2004). A
casca do caule de Parinari excelsa é indicada na Guinea para tratar doencas
infecciosas (MAGASSOUBA et al., 2007), no oeste da Africa, seu fruto é utilizado
para tratar diarréia (DIEHL et al., 2004) e na Tanzania, como antiséptico e no
tratamento da malaria (KAMUHABWA; NSHIMO; DE WITTE, 2000). Parinari
polyandra em Ghana, também é indicada popularmente no tratamento da malaria
(ASASE et al., 2005).

A casca do caule de Maranthes floribunda, no oeste da Africa, é
empregada no tratamento de diarréia e desinteria (KONE et al., 2004), Atuna
racemosa, na Polinésia, é utilizada para tratar a ndusea da gravidez (OSTRAFF et
al., 2000), e no Senegal, é preparado um cigarro da casca do caule de Neocarya
macrophylla como remédio para mordida de cobra (MOHAGHEGHZADEH et al.,
2006).

1.3. Atividades Biolégicas da Familia Chrysobalanaceae

Ha estudos que apresentam a propriedade anti-hiperglicémica de
algumas espécies de Chrysobalanaceae, tal como Chrysobalanus icaco (PRESTA;
PEREIRA, 1987), e Parinari excelsa, ratificando seu uso na medicina tradicional
(NDIAYE et al., 2008).

Atividade citotoxica € observada no acido pomolico de Chrysobalanus
icaco e nos acidos betulinico e oleandlico de Licania tomentosa, 0s quais mostram
capacidade de inibir o crescimento e induzir apoptose na linhagem de células de
eritroleucemia (K562) e impedir também a proliferacdo de Lucena 1, um derivado de
K562 vincristina-resistente (FERNANDES et al., 2003). O extrato da raiz de Licania
michauxii apresenta citotoxicidade para culturas de hepatoma humano (Hep G2) e
carcinoma de colon (Caco-2) (BADISA et al., 2000).
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Diterpenos de nucleo ent-kaurane isolados da raiz de Parinari curatellifolia
apresentam atividade citotoxica in vitro contra diversas linhagens de células
cancerigenas humanas (LEE et al., 1996). Parinari capensis possui atividade
citotbxica moderada em triagem com linhagens de células de cancer de pulméo,
renal e melanoma (FOUCHE et al., 2008).

Diterpenos encontrados em Parinari capensis possuem atividade
antifngica (GARO et al., 1997), também atividade antimalarial, porém apresentam
alta toxicidade (UYS et al., 2002). O extrato etandlico de Couepia grandiflora possui
atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa
e 0 extrato hexanico, contra Pseudomonas aeruginosa (ZUQUE et al., 2004).

Diterpenos de Chrysobalanus icaco apresentam atividade anti-HIV
(GUSTAFSON et al.,, 1991) e o extrato aquoso de suas folhas, potente efeito
genotoéxico (FERREIRA-MACHADO et al., 2004).

Sao descritas outras atividades de espécies do género Licania.
Flavonoides quercetinicos das folhas de L. licaniaeflora e L. heteromorpha
apresentam atividade antioxidante (BRACA et al., 2002a; MONTORO et al., 2005). L.
carii, L. Pittieri e L. Pyrifolia sdo toxicas contra Biomphalaria glabrata Say, um
molusco envolvido no ciclo reprodutivo de Schistosoma mansoni Sambon (BILIA et
al., 2000). O extrato das folhas de Licania tomentosa possui capacidade de inibir o
virus Herpes Simplex Tipo | aciclovir resistente (ACVr-HSV1) e interferir com o
processo anterior a infeccdo em concentracdes nao citotoxicas (MIRANDA et al.,
2002).

Apesar de espécies de Licania possuirem indicacdo popular como anti-
inflamatorias, sdo poucos os estudos efetuados para comprovar este uso. Licania
tomentosa e Chrysobalanus icaco apresentam acdo analgésica e antiinflamatoria
(CASTILHO et al., 2000), e os frutos de Atuna racemosa possuem atividade anti-

inflamatoria inibindo a biossintese de prostaglandinas (DUNSTAN et al., 1997).
1.4. A reacdao inflamatéria e a busca de novos agentes anti-inflamatorios
A reacdo inflamatoria € uma resposta biolégica defensiva de tecidos que

induz adaptacdes fisiol6gicas ao organismo na tentativa de limitar e/ou reverter o

dano tecidual induzido por uma ampla variedade de agentes nocivos (p. ex.
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infec¢des, anticorpos ou lesdes fisicas) (CUZZOCREA, 2005; BURKE, SMYTH,;
FITZGERALD, 2006).

Uma importante etapa do processo inflamatoério € o recrutamento de
leucécitos para a area lesionada e sua ativacdo posterior para que desempenhem
suas funcbes normais de defesa do hospedeiro. Os leucécitos incorporam e
degradam bactérias, complexos imunes e restos de células necréticas; contudo,
podem prolongar a inflamacdo e aumentar o dano tecidual pela liberacdo de
enzimas, mediadores quimicos e radicais livres, que sao téxicos para os tecidos
(RANG; DALE; RITTER, 2003).

O exemplo mais tradicional de uma espécie vegetal empregada com fins
de aliviar os sintomas da inflamacéo, é o uso da casca e folhas de arvores do género
do salgueiro (Salix sp.), sendo reportado a Hipdcrates na Grécia Antiga. Em 1828,
no Instituto de Farmacologia de Munique, Johann Buchner isolou de Salix alba uma
pequena quantidade de salicina, em 1898, Felix Hofmann, um quimico que
trabalhava para a companhia Bayer, medicou o pai que sofria de artrite reumatoide
com um derivado do acido salicilico — o acido acetilsalicilico (AAS). Desde entéo, a
aspirina® tornou-se o medicamento que foi usado pelo maior nimero de pessoas no
mundo (LE COUTEUR, BURRESON, 2006; VIEGAS JR., BOLZANA, 2006).

Posteriormente, surgiram diversas outras moléculas que tinham como
mecanismo de acdo a inibicdo da sintese de prostaglandinas, um mediador
nociceptivo, através do bloqueio da enzima ciclooxigenase (COX). Todavia, apesar
de serem eficazes no combate aos sintomas da inflamacéo, apresentam efeitos
indesejaveis significativos (SERHAN, 2007).

Desde entdo, tem se buscado novos agentes anti-inflamatérios, com
menos efeitos adversos, a partir de sintese quimica, biologia molecular, técnicas
genéticas ou ainda produtos naturais. Neste contexto, € valido a pesquisa de
atividade anti-inflamatéria em espécies vegetais ainda ndo estudadas, como é o

caso de H. racemosa.

1.5. O cancer e os produtos naturais como arsenal terapéutico.

O cancer € uma doenca do material genético celular e decorre do

acumulo progressivo de mutagfes, ocasionando crescimento celular descontrolado
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(OTAKE, 2006). Possui etiologia diversa, a radiagcdo ionizante ultravioleta,
tabagismo, o0z6nio ou 6xidos de nitrogénio no ar poluido, podem ser responsaveis
por danos ao DNA celular (DEMEULE et al.,, 2002). Os tumores apresentam
caracteristicas peculiares nos tecidos acometidos: desdiferenciacdo e perda da
fungéo, proliferacdo descontrolada, poder de invasdo sobre tecidos adjacentes e
metastases (LEMKE; WILLIAMS, 2008).

Durante os anos 60, o NCI - National Cancer Institute (EUA) realizou
pesquisas com extratos de diversas plantas e avaliou a atividade antitumoral de
cada (MONKS et al., 2002). Selecionou-se 0 extrato das cascas de Taxus brevifolia
para avaliagdo de sua eventual atividade. Entretanto, nos modelos in vivo utilizados
pelo NCI, este ndo se mostrou muito ativo; Por outro lado foi observada atividade in
vitro e foi isso que impulsionou a pesquisa, resultando no isolamento do taxol em
1966, uma das drogas mais importantes no tratamento do cancer de mama
(OBERLIES, KROLL, 2004; VIEGAS JR., BOLZANI, 2006).

Compostos de origem natural apresentam significativa diversidade
estrutural e novos mecanismos de atividade bioldgica, desempenhando um papel
essencial na busca de novos agentes citotoxicos para tratamento do cancer
(CRAGG; KINGSTON; NEWMAN, 2005). Dessa forma, os principios ativos de
muitas espécies, como Angelica gigas, Catharanthus roseus, Podophyllum peltatum,
Podophyllum emodii, Taxus brevifolia, Ocrosia elliptica, e Campototheca acuminata,
tém sido utilizados no tratamento de varios tipos de cancer, muitos deles usados
como prototipos estruturais para elaboracdo de novos quimioterapicos (PATEL;
SUTHAR; PATEL, 2009).

Muitos compostos do metabolismo secundario vegetal, produzidos
inicialmente para o combate contra microrganismos invasores ou em resposta ao
estresse fotossintético, apresentam-se ativos farmacologicamente na prevencgao ou
tratamento de diferentes tumores, como exemplo, flavonas, flavondides, isoflavonas,
catequinas, e taxanos (MEDINA et al., 2006). Devido a sua capacidade antioxidante,
muitos compostos fendlicos, como flavondides, ou mesmo alguns terpenos,
possuem a capacidade de neutralizar essas espécies reativas de oxigénio,
desempenhando um importante papel anticancerigeno sobre as células (DEMEULE
et al., 2002; WONG, KADIR, LING, 2012).
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De todos os tumores malignos, o cancer de pulmdo é o mais comum,
apresentando um aumento por ano de 2% na sua incidéncia mundial. No Brasil, 0
cancer de pulmdo foi responsavel por 14.715 Obitos em 2000, sendo o tipo de
cancer que mais fez vitimas. O cancer de colon levou ao 6bito cerca de 5.847
homens e 6.624 mulheres em 2009. Para o Brasil, no ano de 2012, estimam-se
14.180 casos novos de cancer de colon e reto em homens e 15.960 em mulheres. O
cancer de laringe acomete predominantemente homens, em 2009, levou a O6bito
3.081 homens e 409 mulheres. Para o ano de 2012, no Brasil, estimam-se 6.110
novos casos. (INCA, 2011).

Cientes de que cerca de 77% das drogas utilizadas para tratar o cancer
provém de um produto de origem natural (VIEGAS JR.; BOLZANNI, 2006) e com fins
de avaliar o potencial de H. racemosa para estudos posteriores de atividade
anticancerigena, realizou-se teste de citoxicidade de seus extratos contra trés
linhagens de células tumorais humanas: carcinoma de colon, de laringe e de

pulméao.

2. Materiais e Métodos

2.1 Material vegetal

O material vegetal utilizado, folhas, caule e raiz de H. racemosa, foi
coletado no municipio de Itamaraca-PE, a cerca de 50 km do Recife, com
coordenadas: 07°45'00" S, 34°49'30" W limitando-se ao norte com Goiana, ao sul
com lgarassu, a leste com Oceano Atlantico e a oeste com Itapissuma, no periodo
de setembro de 2009 a fevereiro de 2011. A coleta foi realizada em individuos
adultos e floridos. O material para estudo fitoquimico foi acondicionado em sacos de

nylon e transportado ao laboratorio para as operacdes seguintes.
2.2. Prospeccao Fitoquimica de Hirtella racemosa
Cerca de 3 g de cada parte do vegetal (folhas, caule e raiz) foram

submetidos a decoccdo metandlica sob agitacdo durante 3 minutos. Os extratos

obtidos foram filtrados em papel e posteriormente analisados por CCD
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(cromatografia em camada delgada), empregando-se diversos sistemas de
desenvolvimento e reveladores adequados (WAGNER, BLADT, 1996; HARBORNE,
1998).

Alguns ensaios foram efetuados empregando-se procedimentos classicos
utilisando testes em vidro de relégio com reagentes gerais de precipitacdo
(Dragendorff, Mayer, Bouchardat, Bertrand) para alcaléides. Em tubos de ensaio, foi
efetuado o teste de Borntraeger para indicativo de antraquinonas (COSTA, 2001).

Para identificacdo de sapondsidos, foi realizado o ensaio de
afrogenicidade, quando ha presenca de espuma persistente por mais de 2 horas é
um indicio da presenca de saponinas, confirmada posteriormente através de
cromatografia utilizando fracdo n-butandlica do extrato obtida apds particao
(WAGNER; BLADT, 1996)

A caracterizagdo dos grupos de metabolitos presentes nos
cromatogramas foi efetuada empregando diversos reativos cromogénicos como

descrito no quadro 2.
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Quadro 2 - Sistemas de eluicao, reveladores e padrdes utilizados para a prospeccao
fitoquimica de H. racemosa.

METABOLITOS FASE REVELADOR | PADRAO | CRITERIO | REFERENCIA
MOVEL DE
AVALIACAO
AcOEt-AF- Pilocarpina | Presenca de
.. AcOH-H,0O bandas de WAGNER;
Alcaloides (100:11:11; | Dragendorff coloracio | BLADT, 1996
27) alaranjada
intensa
Presenca de
Monotrpendides e benzeno- Vanilina Timol bandas 96 WAGNER;
; . AcOEt . coloracéo
Sesquiterpendides ) sulfurica BLADT, 1996
(97:3 vIv) rosa, roxo,
azul escura
Presenca de
ACOEL-n- B-amirina, B- bandas de
Triterpendides e h Lieberman/ sitosterol e coloracéo HARBONE,
. exano " .
Esterdides (1:1) Burchard A. ursdlico levemente 1998
' résea a
avermelhada
ACOEE-AF- Saponina ngizr;céadge
Saponinas ACOH-H,0 Anisaldeido (I\/Iperck) coloragéo WAGNER;
P (100:11:11: & BLADT, 1996
castanha ou
27)
escuras
ACOEE-AF- Ac. caféico Pr?)saenr(]jﬁde
Fenilpropanoglicosideo | AcOH-H,0 NEU ' fluorescéncia WAGNER,;
s/ Derivados cinamicos | (100:11:11: S BLADT, 1996
27) verde-liméo e
azul intenso
Presenca de
Luteolina bandas de
AcOEt-AF- fluorescéncia
L AcOH-H,0 alaranjada XAVIER,
Flavonoides (100:11:11: NEU (vermelha, 1988
27) amarela
laranja ou
verde)
Eter- Presenca de
cumarinas Tolueno- UV Umbeliferon bandas de WAGNER;
AcOH 10% o a fluorescéncia | BLADT, 1996
(50:50:50) azul
ACOEL-AE- . Presenca de ROBERTSO
- . Catequina bandas de N;
Proantocianidinas e AcOH-H,0 Vanilina ~
Lo Al P coloragao CARTWRIGH
Leucoantocianidinas (100:11:11: cloridrica )
vermelha T, WOOD,
21) 1957

AcOEt — Acetato de Etila, AF — Acido férmico, AcOH — Acido acético, NEU —

difenilboriloxietilamina.




50

2.3. Obtencéo dos Extratos

Folhas do material vegetal (400 g) foram submetidas a extracdo em Aparelho
de Soxhlet, utilizando-se inicialmente n-hexano como solvente em um ciclo de 12 horas. O
extrato obtido foi captado e iniciou-se outro ciclo extrativo com acetato de etila, apds
captacéo deste extrato, utilizou-se, por fim, metanol.

A partir do procedimento extrativo foram obtidos 3 extratos com solventes de
polaridades distintas: n-hexano (apolar), acetato de etila (polaridade intermediaria) e
metanol (polar). O extrato obtido com n-hexano foi codificado como En-hex e o obtido
com acetato de etila codificado como EAcOEt. Visando a obtengcdo de fragdes com
constituicao distinta do extrato metandélico, foi realizada particao utilizado diclorometano e
metanol. A fracdo obtida com diclorometano foi codificada como Edicloro e a metandlica
ESP.

2.4. Procedimentos Eticos

A pesquisa foi aprovada pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE, com numero de protocolo
23076.052301/2011-00.

2.5. Avaliacdo da Toxicidade Aguda

Testes de toxicidade sdo elaborados com o objetivo de avaliar ou prever os
efeitos toxicos nos sistemas bioldégicos e dimensionar a toxicidade relativa das
substancias (FORBES; FORBES, 1994).

O teste para avaliacdo da toxicidade aguda de extratos de H. racemosa em
dose unica foi realizado de acordo com o protocolo descrito em OECD (2001) que
preconiza a utilizacdo de grupos compostos por no mMaximo 5 animais com pesos
similares, preferencialmente fémeas e com idade entre 8 e 12 semanas.

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) fémeas adulto,
pesando entre 25 a 30 g, divididos em 3 grupos de 4 animais cada, previamente pesados
e marcados. Todos os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno em condicdes
controladas de iluminagéo (ciclo de 12 horas claro/escuro) e temperatura de 22 + 3 °C,

alimentados com ragéo industrial adequada (labina) e agua ad libitum.
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Foram utilizados os extratos EACOEt e ESP na dose de 2000 mg/kg. A escolha
dos extratos de Acetato de Etla e do Extrato rico em Saponinas e
Proantocianidinas/Leucoantocianidinas deu-se a partir da selecdo dentre todos os
extratos obtidos dos melhores candidatos ao teste de atividade anti-inflamatoria posterior,
levando-se em consideracao suas composi¢ées quimicas.

Em dois desses grupos foram administrados por gavagem os extratos EACOEt
e ESP e um grupo controle recebeu 4gua destilada, que foi o veiculo utilizado. Os extratos
foram administrados na dose de 2000 mg/Kg. Os animais foram observados durante os
primeiros 60 minutos, tomando como parametros: piloerecdo, taquicardia, contor¢des
abdominais, estiramento, agitacdo, evacuacao e polidria. Os animais foram observados
diariamente para verificacdo do numero de 6bitos. O peso corpéreo, quantidade de racao
e agua ingeridas por cada animal foram registrados diariamente durante um periodo de 14

dias.

2.6. Avaliagéo da Atividade Anti-inflamatoéria

Para este ensaio, foram utilizados seis grupos de seis animais cada. Dois
grupos receberam as doses de 100 mg/Kg e 200 mg/Kg dos extratos EACOEt e ESP. A
administracao foi por gavagem. A indometacina, farmaco anti-inflamatério nédo-esteroidal
utilizado como padréo, foi administrada na dose de 10 mg/Kg. O grupo controle recebeu
apenas o veiculo (agua destilada). Uma hora apds o tratamento, a inflamacéo foi induzida
pela aplicacdo intraperitoneal de carragenina (1% em solucédo salina). Quatro horas apos
a inducédo da inflamacéo os animais foram eutanasiados em camara de CO,, foi injetado
na cavidade peritoneal 2 mL de PBS (tampéo fosfato salino) contendo 10 uL de EDTA, em
seguida o peritonio foi levemente massageado e o volume do liquido da cavidade
peritoneal foi coletado. A contagem de leucécitos totais foi realizada em analisador
hematolégico micros 60 (GUERRA et al., 2011).

2.7. Andlise Estatistica

Os valores foram expressos como média + desvio padréo. As diferencas entre
os grupos foram determinadas atravez da analise de variancia (ANOVA — one way),
seguido pelo pés teste de Bonferroni. Os resultados foram considerados significativos

guando p < 0,05. As analises foram feitas com auxilio do programa GraphPad Prism 5.
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2.8. Avaliagdo da Citotoxicidade in vitro.

A andlise de citotoxicidade pelo método do MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-
difenil-2-H-brometo de tetrazolium), vem sendo utilizada no programa de screening do
National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000 amostras a
cada ano (SKEHAN et al., 1990). E um método rapido, sensivel e barato. Foi descrita
primeiramente por Mossman (1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o
estado metabdlico da célula. E uma analise colorimétrica baseada na conversio do sal 3-
(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan
(Figura 1), a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir

facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acao (BERRIDGE et al., 1996).

@—(’ z@ Mitocondria N,NH
NN N ——r |
0 $Y N NN
Br MIT Formazan S \/z’

(Amarelo) (Azul)

Figura 1. Reacédo de formacéo do azul de formazan através da acéo enzimatica

das mitocdndrias sobre o MTT.

As linhagens antitumorais utilizadas foram HT-29 (carcinoma humano de
célon), HEp-2 (carcinoma humano de laringe) e NCI-H292 (carcinoma humano de
pulmao). Elas foram inoculadas em microplacas de 96 pogos contendo dulbecco's
modified eagle medium (DMEM) suplementado com soro fetal bovino (10%), L -
glutamina (1%), penicilina (100 pL/mL) e estreptomicina (250 puL/mL). As placas foram
incubadas durante 24h a 37°C com atmosfera de 5 % de CO,, para obtencdo de
concentracdo final de 1 x 10° células/mL. Apds esse periodo, as células foram tratadas
com os extratos En-hex, EAcCOEt, Edicloro e ESP na concentracdo de 50 pg/mL.

As placas foram incubadas novamente por 72 horas a 37°C sob as mesmas
condicdes anteriores e, depois desse periodo, foi adicionado como indicador uma solucao

tampdo salina de MTT (5ug/mL), seguido de incubacdo por mais 3 horas. A leitura optica
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foi realizada em leitor automatico de placas Thermoplate —TP Reader® a 595 nm, ap6s a
total dissolucdo dos cristais de formazan com 100uL de DMSO (dimetilsulfoxido estéril)
(WONG; KADIR; LING, 2012).

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos desvios
no programa Graph Pad Prism. Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o
potencial citotoxico das amostras testadas e os resultados expressos em percentual de
inibicAo de crescimento. Amostras sem atividade (1 a 20% de inibicdo), com pouca
atividade (inibicao de crescimento celular variando de 20 a 50%), com atividade moderada
(inibicdo de crescimento celular variando de 50 a 70%) e com alta atividade (inibicdo de
crescimento variando de 70 a 100%) (FOUCHE et al., 2008).

3. Resultados e Discusséo
3.1. Prospeccao Fitoquimica

Constatou-se a presenca de triterpenos, esteroides e flavondides (Tabela 1),
consonante com a maioria das espécies da familia Chrysobalanaceae estudadas que
apresentam os terpenos, flavonoides e seus glicosideos como marcadores quimicos

(CORADIN; GIANNASE; PRANCE, 1985).

Tabela 1 — Prospeccédo Fitoquimica de Hirtella racemosa Lam.

METABOLITO FOLHAS CAULE RAIZ
Alcaloides - - -
Monoterpenos e + - -
sesquiterpenos
Triterpenos e Esterdides +++ + +
Saponinas +++ - -
Iridéides - - -
Fenilpropanoglicosideos/ + - -
Derivados cinamicos
Flavonéides +++ + +
Cumarinas - - -
Proantocianidinas e +++ ++ ++
Leucoantocianidinas
Antraquinonas - -

Expressao dos resultados: +++ = ( 2 5 bandas), ++ = (3 a 4 bandas), + =(1a 2
bandas), (-) = (auséncia de bandas).
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Foi observada a presenca de flavonoides (Figura 2), proantocianidinas/
leucoantocianidinas (Figura 3) e saponinas (Figura 4). Ha registros, dentre
Chrysobalanaceae, de saponinas isoladas, tal como o acido 3-O-[6’-O-4-hidroxibenzoil]-B-
D-galactopiranosil-ursa-12-en-28-6ico, saponina isolada de Licania arianeae
(CARVALHO; DA COSTA, 2009), e ndo ha registro de proantocianidinas ou
leucoantocianidinas isoladas. A composi¢ao fitoquimica de H. racemosa € semelhante a
de outros exemplares da mesma familia, tal como Licania macrophylla, onde observa-se a
presenca de terpenos, flavondides, saponinas, proantocianidinas e leucoantocianidinas,
sendo esta, utilizada popularmente contra inflamacdes e como cicatrizante (GOMES et al.,
2006).

Figura 2 — Cromatografia Figura 3 — Cromatografia Figura 4 — Identificacdo de
para identificacé@o de para identificac&@o de saponinas de H. racemosa a partir
Flavondides de H. racemosa. Proantocianidinas e de teste de afrogenicidade e

1 —folha, 2 — caule, 3 —raiz, Leucoantocianidinas de H. cromatografia. 1 — H. racemosa, 2 —
4 — padrao de Luteolina. racemosa. 1 — folha, 2 — padrédo de saponinas.
caule, 3 —raiz, 4 — padréo de

Catequina.

Foi identificado nas folhas, o acido ursélico e o [B-sitosterol a partir de
cromatografia em camada delgada utilizando adrées auténticos. Dentre
Chrysobalanaceae, o acido ursolico ja foi identificado em L. carii (BILIA; MENDEZ,
MORELLI, 1996), L. tomentosa (CASTILHO; KAPLAN, 2008) e L. pittieri (MENDEZ; BILIA;
MORELLI, 1995). E o sitosterol em L. tomentosa (CASTILHO; KAPLAN, 2008).

A presenca acentuada de metabolitos na folha foi decisiva na escolha do

material para o procedimento de extracao.
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3.2. Rendimento e composi¢ao quimica dos extratos obtidos

Ap6s eliminacdo do n-hexano no primeiro extrato, foi obtido 7,83 g (2% de
rendimento) de material resinoso, castanho escuro. O extrato de acetato de depois de
seco apresentou rendimento de 10,19% (40,77 g), este se apresentava como material
granuloso de cor verde escura. O extrato metandlico apresentava coloracdo escura, deste
o rendimento foi 3,27% (13,10 g).

O extrato metandlico apresentava perfil cromatografico rico em sapondsidos,
proantocianidinas/leucoantocianidinas, terpenos e flavondides. Visando obter duas
fracBes com contituices distintas, procedeu-se a particdo com diclorometano, obtendo-se
uma fracdo de diclorometano (Edicloro) e uma fragdo metandlica rica em saponinas e
proantocianidinas (ESP).

O Edicloro, quando seco apresentou aspecto solido, preto, com rendimento
1,13% (4,53 g) e o EST, quando seco, apresentou aspecto pastoso, avermelhado, com
rendimento de 1,93% (7,73 g).

Observa-se a presenca triterpenos e esteréides no En-hex, terpenos,
saponinas, flavondéides, proantocianidinas e leucoantocianidinas nos EACOEt e Edicloro e
predominantemente saponinas, proantocianidinas e leucoantocianidinas no ESP (Tabela
2). Foi identificado o B-sitosterol no En-hex e o acido ursdlico e B-sitosterol nos EACOEL e

Edicloro (Figura 4).

Tabela 2 — Composicéo fitoquimica de diferentes extratos de H. racemosa

Extrato Triterpenos e Saponinas Flavondides Proantocianidinas e
Esteroides Leucoantocianidinas
En-hex +++ - B 3
EACOEt +++ + +++ +
Edicloro +++ + +++ +
ESP - +++ + +++

Expressao dos resultados: +++ = (= 5 bandas), ++ = (3 a 4 bandas), + = (1 a 2 bandas), (-)
= (auséncia de bandas).
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Figura 4 - Cromatografia para

Identificacdo do [B-sitosterol no En-hex
e do acido ursolico e [B-sitosterol nos
EAcCOEt e Edicloro. 1 — En-hex, 2 —
EACOEt, 3 — Edicloro, 4 — ESP, 5 —
padrées de [(-amirina, B-sitosterol e

acido ursolico.

A obtencdo dos extratos foi importante no prosseguimento do trabalho, para

avaliacdo das atividades biologicas (anti-inflamatoria e citotoxica).

3.3. Avaliacéo da Toxicidade Aguda

Geralmente, o primeiro teste a ser realizado em produto quimico desconhecido
€ a toxicidade aguda a partir de exposi¢cao Unica. Os ensaios sdo comumente realizados
em camundongos ou ratos. Recomenda-se a via oral por mimetizar a via de administracéo
mais adotada pelos humanos (KLAASSEN, 2008).

Nenhum dos extratos testados promoveu a morte dos animais na dose de 2000
mg/Kg e nao revelaram quaisquer alteracdes que os diferenciassem dos animais do grupo
controle.

Durante 14 dias foi feita a monitoracédo da ingestao alimentar e ganho de peso
dos animais, ndo sendo observada nenhuma variacdo significativa em relacdo ao grupo
controle. Desta forma, para a dose testada, ndo foi constatada toxicidade dos extratos
AcOEt e ESP, oferecendo, assim, ampla margem de seguranca para 0 ensaio posterior

gque fara uso destes extatos no modelo da peritonite induzida por carragenina.
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3.4. Avaliagéo da Atividade Anti-inflamatoria

Dentre diversos modelos experimentais, o da peritonite induzida por
carragenina € bastante utilizada para estudo do processo inflamatério agudo. A
carragenina foi utilizada como agente flogistico e apds 4 horas, mensurou-se a resposta
imunolégica adaptativa a partir da migracao leucocitaria.

A partir da migracdo leucocitaria, apresentada Figura 5, pode-se observar que
os testes realizados com EACOEt e ESP na dose de 200 mg/Kg revelam diferenca
significante em relag&o ao grupo controle.

Controle

EACOEt (100 mg/kg)
EACOEt (200 mg/kg)
ESP (100 mg/kg)
ESP (200 mg/kg)
Indometacina

2NE 1 [ B

*k*k *kk

|

4

Migracdo Leucocitaria

2%

Figura 5. Efeito na migracdo leucocitaria dos grupos testados. *** Diferenca

significante em relag&o ao grupo controle (p < 0,05).

Sabe-se que em vérias plantas, a atividade anti-inflamatoria € atribuida, muitas
vezes, aos componentes terpénicos (DELLA-LOGGIA et al., 1994), (UKIYA et al., 2006),
(CARVALHO et al., 1996), visto que terpendides podem apresentar propriedades
inibitérias sobre mediadores e citocinas inflamatérias (BREMNER; HEINRICH, 2002).
Observa-se, por exemplo, em extrato rico em terpenos e flavondides de Chrysobalanus
icaco, atividade anti-inflamatéria (CASTILHO et al., 2000). O acido ursdlico, identificado
no EAcCOEt, possui atividade anti-inflamatoria comprovada, atuando em diversas etapas
do processo inflamatério (LIU, 1995). Ha presenca também de [-sitosterol neste extrato e
observa-se, por exemplo, que a presenca desta substancia e seus derivados glicosilados

em Croton pulei é responsavel pela atividade anti-inflamatéria (ROCHA et al, 2008).
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Diversos flavonoides possuem atividade anti-inflamatoria, muitos inibem a via
tanto da ciclooxigenase quanto da 5-lipoxigenase no metabolismo do acido araquidénico
(SILVA et al., 2002; HAVSTEEN, 2002). E possivel, entdo, que a presenca destes
metabdlitos no EACOEt esteja relacionada com a sua atividade.

Pode-se propor o mesmo para a atividade do ESP devido a sua composicao
rica em saponinas e proantocianidinas, pois ha na literatura diversos exemplos de
saponinas com acédo anti-inflamatéria comprovada (LEUNG et al., 2005; AHN et al., 2005).
Saponinas possuem mecanismos de acdo anti-inflamatérios variados, tal como inibicédo da
degradacdo de corticéides e acdo corticomimética, o que interfere no metabolismo de
mediadores, desempenhando atividade anti-inflamatoria (LACAILLE-DUBOIS; WAGNER,
1996). Proantocianidinas podem ter efeito inibitério sobre a ciclooxigenase (SUBARNAS;
WAGNER, 2000) e as encontradas em Anacardium occidentale, bloqueiam a
degranulacdo de mastécitos e também a hialuronidase ativada em ratos (SCHOLZ, 1994).

N&o ha registros de estudos biologicos com exemplares do género Hirtella.
Espécies de outro género de Chrysobalanaceae, Licania, sdo utilizadas na medicina
popular como anti-inflamatérias (PITTIER, 1978), inclusive L. macrophylla que possui
composicao quimica semelhante a H. racemosa (GOMES et al., 2006). Frutos de Atuna
racemosa possuem atividade anti-inflamatéria inibindo a biossintese de prostaglandinas
(DUNSTAN et al., 1997). Os resultados deste ensaio indicam a presenca de atividade
anti-inflamatéria em H. racemosa, contribuindo para estudos posteriores que visem avaliar
de forma mais aprofundada o potencial desta atividade e mecanismos de acao

envolvidos.

3.5. Avaliacéo da Citotoxicidade

O En-hex apresentou alta atividade contra a linhagem de cancer de pulmao,
assim como o Edicloro (Tabela 3). O EAcCOEt, apresentou atividade moderada contra as
trés linhagens testadas. Atividade moderada foi observada nos extratos Edicloro e
EACOEt frente as linhagens de carcinoma de colon e carcinoma de laringe humano.

Dentre representantes de Chrysobalanaceae, ha relatos de terpenos com
atividade citotoxica (UYS et al., 2002; FERNANDES et al., 2003; BADISA et al., 2000;
LEE et al., 1996). Terpenos isolados de Parinari capensis, demonstraram citotoxicidade
contra células de cancer de pele humano (UYS et al., 2002), também o acido pomélico

isolado de Chrysobalanus icaco e os acidos betulinico e oleandlico de Licania tomentosa,
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apresentam citotoxicidade contra linhagem de células de eritroleucemia (FERNANDES et
al., 2003).

Tabela 3. Percentual de inibicdo do crescimento celular + desvio padréo das linhagens

testadas frente as amostras de H. racemosa na dose de 50 pg/mL.

Amostra Linhagens
NCI-H-292 HT29 HEp-2
En-hex 72,6 £6,0 30,2 46,1 +1,1
EACOEt 63,1+8,8 52,4+7,2 67,0+ 3,1
Edicloro 79,1142 55,1+7,2 515+1,9
ESP 5,0 0 0

NCI-H-292 (carcinoma de pulméo), HT29 (carcinoma de cdlon), HEp-2 (carcinoma de

laringe), IC (inibigc&o celular).

Os extratos EACOEt e Edicloro apresentam na sua composi¢ao acido ursoélico.
Acidos triterpénicos, como o acido oleandlico e o acido ursolico, que sdo bastante comuns
dentre constituintes de plantas, sdo compostos que possuem atividade antitumoral,
estudos que desenvolvem derivados sintéticos destes, tem mostrado potencial in vivo e in
vitro contra varios tumores, como cancer de pulmao, pancreas e leucemias (COUCH et
al., 2005). A atividade citotoxica do acido ursolico € descrita em muitos trabalhos (MA et
al., 2005; ES-SAADY et al., 1996). E o mecanismo de acdo deste é o bloqueio da
progresséao do ciclo celular e apoptose seguida de fragmentacdo do material genético (MA
et al., 2005).

O pB-sitosterol que € presente nos extratos En-hex, EACOEt e Edicloro,
apresenta citotoxicidade frente a linhagem de células de cancer de figado. A partir do
mecanismo de inducao da apoptose celular (KOSCHUTNING et al., 2009).

Flavonéides sdo encontrados mais prevalentemente nos extratos EAcCOEt e
Edicloro. A presenca destes metabdlitos também ajuda a explicar a tividade demonstrada,
visto que flavondides possuem capacidade de inibir a proliferacdo celular e induzir a
apoptose em diversas linhagens (HSU; KUO; LIN, 2004), porém os mecanismos de acao
ainda ndo sdo compreendidos (DORTA, 2007).

O ESP nédo apresentou nenhuma atividade frente as linhagens testadas,
podendo-se observar, portanto, que as saponinas, proantocianidinas e

leucoantocianidinas ndo possuem atividade citotéxica.
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Dentre os extratos testados, os que podem levar a descoberta de novas
substancias bioativas contra o cancer em estudos posteriores, o Edicloro e En-hex foram

0S mais promissores.

4. Concluséo

A partir dos resultados obtidos com esta pesquisa, torna-se possivel indicar que
H. racemosa possui perfil fitoquimico rico em constituintes terpénicos, flavonoidicos,
proantocianidinas e leucoantocianidinas.

Foi observada auséncia de toxicidade aguda na dose de 2000 mg/Kg nas
condicOes estudadas, oferecendo ampla margem de seguranca para 0 ensaio posterior.
Os extratos EACOEt e ESP, apresentaram significativa inibicdo da migragéo celular na
dose de 200 mg/Kg, indicando atividade anti-inflamatéria destes extratos. Também, foi
observada alta citotoxicidade frente a linhagem de cancer de pulméo e atividade
moderada contra linhagens de cancer de célon e laringe.

Estes resutados indicam que a espécie pode tornar-se alvo de estudos mais
aprofundados que avaliem a acdo anti-inflamatdria e mecanismos de citotoxicidade para

pesquisas de acao anticancerigena.
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CONCLUSOES GERAIS

Chrysobalanaceae ainda apresenta-se pouco explorada na busca de novos
agentes que possam contribuir com a terapéutica. Por isso, pode abrir novos caminhos na
descoberta de moléculas com atividade bioldgica. Os estudos farmacobotanico,
fitoquimico e atividades biologicas de H. racemosa contribuem para o conhecimento de
um taxa inexplorado desta familia botanica.

A andlise dos resultados obtidos a partir dos objetivos propostos e sob as
condicdes em que foram realizados os experimentos, permite as seguintes conclusdes: A
espécie foi caracterizada botanicamente a partir da descricdo microscopica. A presenca,
no caule, de lenticelas, idioblastos contendo drusas no cortex e floema e a presenca, na
folha, de estbmatos do tipo paracitico na face abaxial, pélos tectores simples mais
abundantes na face abaxial, sdo dados que corroboram a padronizacdo da espécie
estudada.

Quimicamente, evidenciou-se a presenca de triterpenos, esterdides e
flavondides tal como a maioria dos representantes da familia. Sapondsidos,
proantocianidinas e leucoantocianidinas foram também identificadas. Foi identificada a
presenca de acido ursdlico e 3-sitosterol nas folhas.

Foi observada auséncia de toxicidade aguda na dose testada (2000 mg/Kg) e a
partir da investigacdo de atividade anti-inflamatoria, foi observada atividade nos extratos
EACOEt e ESP na dose de 200 mg/Kg, estes possuem na sua composicao terpendides,
flavondides, proantocianidinas e saponinas. Testes com linhagens celulares de
carcinomas humanos demonstraram um possivel efeito citotoxico contra cancer de
pulméo e atividade moderada contra cancer de cdlon e laringe.

Estudos futuros poderdo contribuir com o isolamento e elucidacdo estrutural
dos metabdlitos e a realizacdo de testes farmacoldgicos bioguiados ajudardo a identificar
guais sao as moléculas responsaveis pelas atividades investigadas neste trabalho, bem

como para maior compreensao dos mecanismos de acao envolvidos.
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Ciencias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram
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Biolégicas de Hirtella racemosa Lam (Chrysobalanaceae).”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
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para Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabélecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sao
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Chrysobalanaceae: traditional uses, phytochemistry and pharmacology
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Abstract: Chrysobalanaceae is a family composed of seventeen genera and about 525 species. In
Africa and South America some species have popular indications for various diseases such as
malaria, epilepsy, diarrhea, inflammations and diabetes. Despite presenting several indications of
popular use, there are few studies confirming the activities of these species. In the course of
evaluating the potential for future studies, the present work is a literature survey on databases of the
botanical, chemical, biological and ethnopharmacological data on Chrysobalanaceae species
published since the first studies that occurred in the 60°s until the present day.
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INTRODUCTION

Chrysobalanaceae was first described by the botanist Robert Brown in his study
“Observations, systematical and geographical, on the herbarium collected by Professor Christian
Smith, in the vicinity of the Congo, during the expedition to explore that river, under the command
of Captain Tuckey, in the year 1816 (Salisbury, 1818). It is a family composed of seventeen
genera and about 525 species. These are woody plants, shrubs and trees found in tropical and
subtropical regions, mainly in the New World tropics (Yakandawala et al., 2010). The wood is of

little advantage due to high rate of silica, but several species have edible fruits (Prance, 1988).

MATERIAL AND METHODS

An extensive search through books and original articles was carried out in this work. The search
was performed accessing SciFinder, ScienceDirect, Web of Science, Scielo and NAPRALERT
databases, updated to February 2012. The keywords used for this review were “Chrysobalanaceae”,
“Licania”, “Parinari” and the names of all other Chrysobalanaceae genus. More than 90% of the

references obtained were later consulted.

BOTANY (MORPHOLOGY AND MICROSCOPY)

The Chrysobalanaceae plants have entire leaves, hard, provision of alternate, distichous,
with stipules. Small flowers usually greenish-white, cyclic, zigomorphic, diclamides, with a
developed receptacle, sepals and petals free, general pentamers, androecium consists of two
stamens to many free or more or less welded together; superomedial ovary, bi to tricarpellate,
unilocular, usually with only one ovule and fruit usually drupaceous. In the Brazilian cerrado and in

the Amazonian forests trees from the species of the genus Licania can be found. Some of them are



known as “oiticica”, and they are oil-producing. The Cerrado species usually present a very twisted
trunk. In northeastern Brazil, species of Licania and Moquilea are known as “oiti”. Other genera of
the Amazon region produces the fruit called “pajura” (Parinarium). Also in the Amazon, species of
Couepia produce a type of nut known as “castanha-de-cutia” (Joly, 1998). Again in northeast
Brazil, many are used as forage potential: Chrysobalanus icaco, Couepia impressa, Couepia rufa,
Couepia uiti, Licania parviflora, Licania salzmannii and Licania tomentosa. In Pernambuco’s
Atlantic Jungle region, they are used as fodder: Couepia impressa and Couepia rufa and on the
coast Chrysobalanus icaco and Licania tomentosa (Tabarelli & Silva, 2002).

Metcalfe & Chalk (1988) describes anatomical features of some species of
Chrysobalanaceae. The petiole has a closed cylinder of xylem and phloem, and two small adaxial
vascular strands, with variations occurring among genera and species of a single genus. The leaves
show paracytic stomata (sometimes only on the abaxial surface) and epidermis with mucilaginous
walls, with papillose on abaxial surface; hypoderm is present in some species. It has a ramified,
peltate, stellate or glandular hairs. Mesophyll has predominantly a dorsiventral traversed by
lignified cells, like fiber. Veins with vascular bundles surrounded by sclerenchymatous fibers.
Vessel cells with simple perforations without spiral thickening, uni-triseriate bands of apotracheal
parenchyma in heterogeneous rays, and pits bordered in fibers. Silica crystal, isolated or clustered,
is present into membranes, into epidermis cells, into idioblasts surrounding leaf veins and in the
mesophyll. Secretory cavities are also found in some genera. A continuous or discontinuous ring of
sclerenchyma encircles the vascular cylinder, characterizing the pericycle, and cells with U-
thickening in transversal section. The main vascular bundle shows variations related to xylem and

phloem arrangement.

ETHNOPHARMACOLOGY



In folk medicine, Chrysobalanaceae species are used for various purposes. Among those in
popular use, the species of the genus Licania show the largest number of biological activities, and
are vastly used in Venezuela as an anti-inflammatory (Pittier, 1978). Most of them are cultivated
because of its edible fruits (Toledo et al., 1982).

In northeastern Brazil, Licania species has its leaves used to treat diabetes (Agra et al.,
2007), stomach aches (Albuquerque et al., 2007), diarrhea and dysentery (Cartaxo et al., 2010). The
stem bark of Parinari excelsa, which is widespread in Senegal (Ndiaye et al., 2008), is also used to
treat diabetes; and also leaves of Hirtella racemosa, that is commonly known in the northern Brazil
as “ajird-do-mato” (Coelho-Ferreira, 2009).

Chrysobalanus icaco, also known as “abajeru”, is a medium sized shrub native of the
American coast. It is used in folk medicine for the treatment of leucorrhoea, bleeding and chronic
diarrhea, and is also known for its diuretic, hypoglycemic and antiangiogenic effects (Costa, 1977,
Paulo et al., 2000; Vargas-Simon et al., 1997). In northern Brazil, its root is used to treat diabetes
(Coelho-Ferreira, 2009).

Parinari species, like P. curatellifolia and P. excelsa, are traditionally used in Africa as a
remedy for dysentery, epilepsy, malaria, toothache and venereal diseases (Uys et al., 2002; Arnold
& Gulumian, 1984). The leave of P. curatellifolia is indicated to treat stomachaches in Southern
Uganda (Ssegawa & Kasenene, 2007). The stem bark of P. excelsa is used in Guinea to treat
infectious diseases (Magassouba et al., 2010). In West Africa, its stem bark is popularly known as
anthelmintic, and its fruit is used to treat diarrhea (Diehl et al., 2004). In Tanzania it is used as an
antiseptic and to treat malaria (Kamuhabwa et al., 2000). P. polyandra is also used to treat malaria
in Ghana (Asase et al, 2005).

Maranthes floribunda bark is used in West Africa to treat diarrhea and dysentery (Koné et
al., 2004), Atuna racemosa is used to treat pregnancy nausea in Polynesia (Ostraff et al., 2000), and

in Latin America Licania arborea is used as an antifungal (Svetaz et al., 2010). In Senegal, a



cigarette is prepared from the stem bark of Neocarya macrophylla used as a remedy for snake bite
(Mohagheghzadeh et al., 2006).

The ethnopharmacological uses of these species reveal that they present a significant
number of indications in South America and Africa, where they are distributed. Usually. the popular
knowledge can guide the search for medicinal plants, which occasionally results in the discovery of
molecules with biological activity (Maciel et al., 2002). Therefore, species of Licania and Parinari

can be studied for anti-inflammatory activity, diabetes and malaria.

PHYTO-CONSTITUINTS

There are few studies that address the chemical composition of species Chrysobalanaceae
beyond genres Licania and Parinari. Note that there are no studies with other genera of the family
as Hirtella, Dactyladenia, Exellodendron or Grangeria.

Early phytochemical studies occurred in the 60's and described the presence of aglycone
flavonoids in species of Rosaceae, including two taxa of Chrysobalanaceae: Chrysobalanus icaco
and Licania rigida, where was identified the myricetin (Chaffaud & Emberger, 1960).

Later, the investigation of 31 species of Parinari in 1985 presented that they showed a
predominance of flavonoids glycosides based on myricetin, quercetin, and kaempferol (Figure 1)
(Coradin et al., 1985). Other phytochemicals studies of Parinari species led to the isolation and
identification of flavonoids with fatty acids and their glycosides (Chisholm & Hopkins, 1966;
Coradin et al., 1985). The molecules identified in Chrysobalanaceae are shown in the Table 1.

Phytochemical studies with the genus Licania shown similarities with other
Chrysobalanaceae, resulting in the isolation and characterization of two majority classes of
compounds: flavonoids and triterpene metabolites (Castilho et al., 2005). Isocarthamidin and 4-
hydroxybenzoic acid were isolated by the powdered stems of P. anamense (Werawattanachai &

Kaewamatawong, 2010). Of P. curatellifolia, diterpenes with molecular core ent-kaurene (figure 2)



derivative of 15-oxozoapatlin were isolated and presented cytotoxic activity (Lee et al., 1996). In
other species, P. campestris, six diterpenes kaurane were also isolated (Braca et al., 2005).
The study of the phytochemical composition of the other genera in the family can

contribute to the characterization of the major constituents in Chrysobalanaceae.

BIOLOGICAL ACTIVITIES

There are studies that show the antihyperglycemic property of some species of
Chrysobalanaceae, as Chrysobalanus icaco (Presta & Pereira, 1987) and P. excelsa, confirming its
use in traditional medicine (Ndiaye et al., 2008).

Cytotoxic activity is observed in the pomolic acid of Chrysobalanus icaco. Betulinic and
oleanolic acid of Licania tomentosa, show ability to inhibit the growth and induce apoptosis in the
cell line erythroleukemia (K562), and also to prevent proliferation of Lucena 1, a derived
vincristine-resistant from K562 (Fernandes et al., 2003). The root extract of L. michauxii has
cytotoxicity against cultured human hepatoma (Hep G2) and colon carcinoma (Caco-2) (Badisa et
al., 2000). Ent-kaurane diterpenes isolated from the root of P. curattellifolia, show cytotoxicity in
vitro against several cancer cell lines (Lee et al., 1996). P. capensis has moderate cytotoxicity
against cell lines of lung cancer, renal cancer and melanoma (Fouche et al., 2008).

The presence of cytotoxicity may be indicative of anticancer action of these compounds,
further studies are needed to assess the mechanism of action responsible for cytotoxicity and in vivo
evaluation of these molecules and extracts. The presence of cytotoxic activity of kaurane diterpenes
is discussed in many studies in different species (He et al., 2009; Huéso-Falcon et al., 2010; Lin et
al., 2012);

Diterpenes found in P. capensis have antifungal (Garo et al., 1997) and antimalarial

activity, but have high toxicity (Uys et al., 2002). The hexane extract of Couepia grandiflora has



antibacterial activity against Pseudomonas aeruginosa and the ethanolic extract against
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa (Zuque et al., 2004).

Diterpenes of Chrysobalanus icaco have anti-HIV activity (Gustafson et al.,1991), and
aqueous extract of leaves have a potent genotoxic effect (Ferreira-Machado et al., 2004).

Other activities of the genus Licania are described. Quercetin flavonoids obtained from
sheets of L. licaniaeflora and L. heteromorpha exhibit antioxidant activity (Braca et al., 2001;
Montoro et al., 2005). L. carii, L. pittieri and L. pyrifolia are toxic against Biomphalaria glabrata
Say, a mollusk involved in the reproductive cycle of Schistosoma mansoni Sambon (Bilia et al.,
2000). The extract of L. tomentosa has the ability to inhibit herpes simplex virus type I acyclovir-
resistant (ACVr-HSV1) and interfere with the initial process of infection in non-cytotoxic
concentrations (Miranda et al., 2002)

The fruits of Atuna racemosa presents anti-inflammatory activity by inhibiting the
biosynthesis of prostaglandins (Dunstan et al., 1997). Although Licania species have popular

indication as anti-inflamatory, there are few studies to support this use.

CONCLUSION

Chrysobalanaceae species have indications in the traditional medicine and treatments for
various diseases such as malaria, epilepsy, diarrhea, bleeding, venereal disease and diabetes. But
there are few studies, both phytochemical and pharmacological, which express with larger
therapeutic potential of these species and chemicals.

Chrysobalanus icaco and Parinari excelsa have results that express their potential on
treating diabetes, but other species with popular indications such as Hirtella racemosa, lack of
pharmacological studies. Licania tomentosa and Chrysobalanus icaco have activity in vitro in the
treatment of multidrug-resistant erythroleukemia, confirming the value of natural products in search

of new active substances. We should also watch for the need of developing countries to research



alternative therapies and substances candidates for drugs to fight diseases called "neglected".
Species such as Parinari excelsa and P. curatellifolia present popular indication in the treatment of
malaria, and there are no studies to prove this statement, while Licania carii, L. pittieri and L.
pyrifolia need more studies to prove his action in the fight against schistosomiasis.

Moreover, it appears that the molecules isolated by Chrysobalanaceae, mostly, are
flavonoids and terpenoids. In a particular way, flavonoids and terpenes being mentioned in most
species of Licania and kaurene diterpene in species of Parinari.

Chrysobalanaceae still presents itself as an unexplored source for the isolation and
characterization of new active substances. Thus, new researches can open new paths in the

discovery of molecules with therapeutic action and drug discovery.
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Figure 1 — Myricetin, Quercetin and Kaempferol. The most prominent flavonoids
found in species of Licania and Parinari, as their glycoside derivates.
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Figure 2 — 15-Oxozoapatlina, a
diterpene core kaurane identified in
P. curatellifolia (Lee et al., 1996).

Table 1 — Molecules identified in Chrysobalanaceae species
Specie Molecules Ref
Licania apetala | Kaempferol-3-rutinoside, ~Myricetin-3-rhamnoside, Myricetin-4’- | (Braca et al.,
rhamnoside,  Quercetin-3-rhamnoside,  Quercetin-3-arabinoside, | 2002)
Quercetin-3-galactoside, Quercetin 3-glucoside, Rutin, Taxifolin-3-

rhamnoside.
Licania Acid 3-O-[6’-O-4-hidroxibenzoil]-p-D-galactopiranosil-ursa-12-en- | (Carvalho & Da
arianeae 28-6ico, Acid flavone-6-sulphonic, 4’- O-methil-5,7-diidroxi- | Costa, 2009)
flavone-6-sulphonic.
Licania Myricetin, Myricetin-3-rhamnoside, Myricetin-3-glucoside, | (Braca et al.,
densiflora Myricetin-3-galactoside, Myricetin-4’-methoxy-3-rhamnoside, | 1999%; Braca,

Myricetin 3°,5’-dimethylether-3-rhamnoside, Myricetin-3’- | 2001%)
methylether-3-galactoside, Myricetin 3’-methylether-3-glucoside,
Myricetin  3”,5’-dimethylether-3-O-glucoside, Myricetin  3-O-a-L-
(2°’-0-a-L-rhamnopyranosyl)-rhamnopyranoside,3’,4’-
dimethylmyricetin-3-O-p-D-glucopyranoside, Quercetin, Quercetin-
3-rhamnoside, Quercetin 3-glucoside, Narigenin 8-hydroxy-4’-
methyl ether, Catechin

Licania Myricetin-3-galactoside, Myricetin-4’-methoxy-3-rhamnoside, (Braca et al.,
heteromorpha | Myricetin  3,4’-di-O-a-L-rhamnopyranoside, Myricetin 4’-methyl | 19997 Braca et
ether 3-O-B-D-galactopyranoside, Myricetin-4’-methoxy-3- al., 1999°)

galactoside, Myricetin-4’-methoxy-3-glucoside, Myricetin 7-methyl




ether 3,4’-di-O-a-L-rhamnopyranoside,
acid.

Betulinic acid, Alphitolic

Licania Kaempferol-3-(2°’-xylosyl)rhamnoside, Kaempferol-3-rhamnoside, | (Braca et al,,
licaniaeflora Myricetin-3-arabinoside, Myricetin-3-galactoside, Dihidromyricetin- | 2002, Braca et
3-rhamnoside, Quercetin-3-rhamnoside, Quercetin-3-arabinoside, 8- | al., 2001*, Bilia
hydroxy-narigenin, Taxifolin-3-rhamnoside, Oleanolic  acid, | et al., 1996")
Maslinic acid, Oleanolic acid 3-O-arabinoside, Betulinic acid,
Arjunetin, Tomentic acid glucosyl ester, Pomolic acid, Olean-12-en-
2a,3B-diol.
Licania pittieri | Quercetin, Quercetin-3-rhamnoside, Quercetin-3-arabinoside, | (Bilia et al.,
Quercetin-3-galactoside, Quercetin  3-glucoside, Catechin, | 1996%; Mendez
Epicathechin, Ursolic acid, Oleanolic acid. et al., 1995)
Licania Kaempferol, Kaempferol-3-rhamnoside, Kaempferol-3-arabinoside, | (Bilia et al,
pyrifolia Kaempferol-3-(2°’-xylosil) rhamnoside, Hipoletin, 8-Hydroxy- | 1996%)
eriodictyol, 8-Hydroxy-narigenin, Myricetin, Myricetin-3-
rhamnoside, Myricetin-3-(2°’-xylosyl)rhamnoside, Quercetin,
Quercetin-3-rhamnoside, Quercetin-3-arabinoside, Quercetin-3-(2°’-
xylosyl)rhamnoside.
Licania Betulinic acid, Licanolide, Palmitoeic acid, Oleanolic acid, | (Castilho &
tomentosa Stigmasterol, Sitosterol, Lupeol, Tomentic acid, Ursolic acid. Kaplan, 2008)
Licania carii Myricetin-3-rutinoside, ~ Myricetin-3-glucoside, Myricetin-3-(2°’- | (Bilia et al,
xylosyl)rhamnoside, Quercetin-3-(2”’-xylosyl)rhamnoside, | 1996%)
Quercetin-3-galactoside, Quercetin 3-glucoside, Rutin, 2a-hydroxy
ursolic acid, Betulinic acid, Maslinic acid.
Parinari Kaempferol-3-rutinoside, 15-oxozoapatlin-13a-yl-10’0,16’a-
campestris dihydroxy-9’a-methyl-20’nor-kauran-19’-oic acid y-lactone-17’-oate,
13-hydroxy-15-oxozoapatlin, 100,130,160,17-tetranydroxy-9a-
methyl-15-0x0-20-nor-kauran-19-oic acid y-lactone,
20,100,130,160,17-pentahydroxy-9a-methyl-15-0x0-20-nor-kauran- | (Coradin et al.,
19-oic acid (19,10)-lactone, 3a,10a,13a,16a,17-pentahydroxy-9a- | 1985; Braca et
methyl-15-0x0-20-nor-kauran-19-oic  acid y-lactone, 1B,160,17- | al., 2005)
trihydroxy-ent-kaurane.
Parinari 15-Oxozoapatlin, 13-Methoxy-15-oxozoapatlin, 13-Hydroxy-15- | (Lee et al., 1996)
curatellifolia oxozoapatlin.
Chrysobalanus | Pomolic acid. (Fernandes et al.,
icaco 2003)




