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RESUMO

O presente estudo objetivou avaliar as atividades imunomoduladora, antineoplasica e
antibacteriana de extratos, fracdes semi-purificadas, sub-fracbes e taninos
condensados isolados de rizomas de Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze
(Plumbaginaceae), e extratos e fracdes semi-purificadas de sementes de Paullinia
cupana Kunth (Sapindaceae) e cascas deTrichilia catigua A. Juss. (Meliaceae).
Inicialmente foram obtidos o extrato bruto (EB), fracdo aquosa (FAQ), fracdo acetato
de etila (FAE), e, posteriormente adquiridas 11 sub-fracdes oriundas da FAE de L.
brasiliense seguido do isolamento de trés substancias (Epigalocatequina-3-0-galato
(EGCG), Samarangenina A (SamA) e Samarangenina B (SamB)). Neste estudo foram
utilizadas doses que variaram entre 0,1 a 500 ug/mL. O ensaio do MTT avaliou a
toxicidade dos extratos, fracfes, sub-fracdes e taninos condensados em células néo
transformadas (Esplendcitos de Balb/c, PBMCs e VERO). Para a avaliagdo do
potencial imunomodulador foram cultivados esplendcitos de camundongos BLB/c
tratados com os extratos, fracdes e sub-fracdes e posteriormente dosadas citocinas
inflamatorias no sobrenadante da cultura celular: IFN-y, IL-6, IL-10, IL-18, IL-17A e IL-
22. Através do MTT também foi avaliada a citotoxicidade dos materiais das plantas
em células humanas de cancer (HEP-G2, T47-D, MCF-7, HL-60, JUKART e TOLEDO,
K562, MOLT-4, SKMEL, PANC-1). A atividade antibacteriana foi identificada através
do método de microdiluicdo para obtencdo das Concentracdes Inibitérias Minimas
(CIM) e das Concentracdes Bactericidas Minimas (CBM) de cada extrato, fragédo e
sub-fracdo. O EB e FAE de L. brasiliense reduziram significativamente as citocinas
IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-17A e IL-22 onde a melhor reducéo foi observada nos niveis de
IL-6 com 10 ug/mL da FAE (p=0,007). As sub-fracbes de L. brasiliense também
inibiram significativamente IFN-y e IL-17A (p=0,03). P. cupana apresentou atividade
imunomoduladora com valores significativos (p<0,05) reduzindo a liberacdo das
citocinas IFN-y, IL-6, IL-10 apds tratamento com o EB e a FAE. T. catigua reduziu os
niveis de IFN-y, IL-6, IL-10, IL-22, com destaque para a IL-17A (EB (p=0,0010-
100ug/mL), FAqQ (p=0,0005-50ug/mL). O potencial antineoplasico foi evidenciado com
énfase na linhagem de HL-60 apds o tratamento com as sub-fracbes F e G de L.
brasiliense (IC50=8,23+0,83; 7,35+0,36 ug/mL respectivamente). A sub-fracdo G
apresentou 1C50=7,92+0,86 ug/mL em MOLT-4 e em K562, a SamA obteve
IC50=29,24+17,64 pg/mL. Adicionalmente, as sub-fracbes C, D e F apresentaram
potencial anticlonogénico e antimigratério. O efeito bacteriostatico e bactericida foi
melhor identificado com as sub-fracdes C e K de L. brasiliense frente a Staphylococcus
aureus sensivel a meticilina (CIM=125 ug/mL; CBM=250 ug/mL; CIM=62,5 ng/mL;
CBM=250 ug/mL respectivamente) e E. coli na sub-fracdo C (CIM=62,5 ng/mL;
CBM=250 pg/mL). Todas as plantas apresentaram atividade imunomoduladora,
bacteriostatica e antineoplasica, porém esta atividade foi melhor evidenciadada com
o0 extrato, fragOes, sub-fracdes e a Samarangenina A de L. brasiliense.

Palavras-chave: Plantas Medicinais. Baicuru. Guarana. Catuaba. Taninos



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate immunomodulatory, antineoplastic and
antibacterial activities of extracts, semi-purified fractions, sub-fractions and condensed
tannins isolated from Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze (Plumbaginaceae)
rhizomes, and semi-purified extracts and fractions of Paullinia cupana Kunth
(Sapindaceae) seeds and Trichilia catigua A. Juss. (Meliaceae) barks. The crude
extract (CE), aqueous fraction (AqF), ethyl acetate fraction (EAF) was obtained, and
11 sub-fractions from L. brasiliense EAF were subsequently acquired, followed by the
isolation of three substances (Epigallocatechin-3-O-gallate (EGCG), Samarangenin A
(Sam A) and Samarangenin B (SamB)). The study of biological activities used doses
ranging from 0.1 to 500 ug/mL. MTT assay evaluated extracts, fractions, sub-fractions
and condensed tannins citotoxicity at non-transformed cells (Balb/c splenocytes,
PBMCs and VERO). To evaluate the immunomodulatory potential, BLB/c mice
splenocytes treated with extracts, fractions and sub-fractions were cultured and
subsequently inflammatory cytokines were measured in cell culture supernatant: IFN-
v, IL-6, IL-10, IL-1 IL-17A and IL-22. MTT assay also evaluated cytotoxicity of plants
materials against human cancer cells lineages (HEP-G2, T47-D, MCF-7, HL-60,
JUKART and TOLEDO, K562, MOLT-4, SKMEL, PANC-1). Antibacterial activity was
performed through the microdilution method to obtain Minimum Inhibitory
Concentrations (MIC) and Minimum Bactericidal Concentrations (MBC) of each
extract, fraction and sub-fraction. L. brasiliense CE and EAF significatively reduced
IFN-y, IL-1pB, IL-6, IL-17A and IL-22 cytokines, where the great reduction was observed
on IL-6 levels at 10 pg/mL of EAF (p=0.007). L. brasiliense sub-fractions also
significative inhibited IFN-y and IL-17A (p=0.03). P. cupana presented
immunomodulatory activity with significant values (p<0.05) reducing the release of IFN-
v, IL-6, IL-10 cytokines after treatment with CE and EAF. T. catigua reduced IFN- vy, IL-
6, IL-10, IL-22 levels, feature to IL-17A (CE (p=0.0010-100 pug/mL), AgF (p=0.0005-50
ug/mL). The CE, fractions and sub-fractions of L. brasiliense significantly reduced IFN-
v, IL-1B, IL-6 cytokines at 50 and 100 pug/mL of CE and IL-17A (50 ug/mL) after
treatment with CE and with EAF where p=0.0078. Antineoplastic potential was
evidenced in all extracts and fractions with an emphasis on the HL-60 lineage after
treatment with L. brasiliense F and G sub-fractions (IC50=8.23+0.83; 7.35+0.36 pg/mL
respectively). Sub-fraction G showed 1C50=7.92+0.86 ug/mL to MOLT-4 and to K562,
SamA obtained IC50=29.24+17.64 nug/mL. Additionally, C, D and F sub-fractions
presented a antimigratory and anticlonogenic potential. Bacteriostatic and bactericidal
effect was Dbetter identified with L. brasiliense C and K sub-fractions against
Staphylococcus aureus (MIC=125 ug/mL and MBC=250 ug/mL MIC 62.5 pg/mL and
MBC=250 pg/mL respectively) and E. coli in sub-fraction C (MIC=62.5 ng/mL and
MBC=250 pg/mL). All plants studied showed immunomodulatory, bacteriostatic and
antineoplastic activity, however, this activity was better evidenced with extract,
fractions, sub-fractions and isolated condensed tannin Samarangenina A of L.
brasiliense.

Keywords: Medicinal Plants. Baicuru. Guarana. Catuaba. Tannins.
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1  INTRODUCAO

As mais antigas civilizacdes da China e da india entre os anos de 100 e 200 a.c.
ja descreviam em suas obras, descobertas sobre a eficacia das plantas medicinais
(ALONSO, 1998; CARNEIRO, 2001). No Brasil, algumas plantas descobertas pelos
meédicos portugueses se tornaram importantes para difusdo do conhecimento
medicinal como llex paraguariensis (mate), Myroxylon balsamum (balsamo de Tolu),
Paullinia cupana (guarand), Psidium guajava (guava), Spilanthes acmella (jambu),
Tabebuia sp. (lapacho), Uncaria tomentosa (unha-de-gato), Copaifera sp.(copaiba), e
varias outras (BRAGA, 2011; GURIB-FAKIM, 2006).

Desde a antiguidade, as plantas vém se tornando fontes dos mais diversos
principios ativos, que podem ser utilizados para o desenvolvimento de novas drogas
e produtos naturais. O Brasil, com toda sua diversidade botanica, possui um amplo
arsenal dessas fontes naturais, com grandes potenciais para producdo de produtos
naturais e novas alternativas terapéuticas para tratamento das mais diversas doencas
(PIZZOLATTI et al., 2002; LONGHINI et al., 2017).

Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke (guarand) € uma planta natural da
regido central da Amazonia pertencente a Familia Sapindaceae. Os extratos de
guarana eram utilizados pelos indios nativos como estimulante energético em festivais
e na caca de animais (YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007). Posteriormente foram
descritas outras atividades dos extratos de guarana como antioxidante (YAMAGUTI-
SASAKI et al., 2007; DE LIMA PORTELLA et al.,, 2013; DALONSO et al., 2012),
antimicrobiana (DA FONSECA et al, 1994; MAJHENIC et al., 2007), antialérgica
(JIPPO et al., 2009).

Outro tipo de planta medicinal, Limonium brasiliense (Boiss) Kuntze
popularmente conhecida como guaicuru é pertencente a familia Plumbaginaceae
(THE PLANT LIST, 2015). A planta é encontrada na costa sul do Brasil e os extratos
de L. brasiliense tém sido utilizados no tratamento de infec¢cdes do trato génito-
urinério, coélicas menstruais e regulagcédo do periodo menstrual (USHIROBIRA et al.,
2015a). Além dessas propriedades, Murray e colaboradores (2004) descreveram o
uso de L. brasiliense no tratamento de hemorragias e reumatismo.

Trichilia catigua Juss (Meliaceae) é uma espécie encontrada em paises da

” 113

América do Sul popularmente conhecida no Brasil como “catuaba”, “catuama” ou
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“catigua”. A catuaba € utilizada na medicina tradicional como tonico estimulante para
0 cansaco, estresse, déficits de memoria e impoténcia sexual (BONASSOLI et al.,
2012). A catuaba é comercializada no Brasil como um fitoterdpico (Catuama®) tonico,
estimulante e afrodisiaco. Na composicao do referido tdnico também séo encontradas
outras espécies de plantas medicinais como a Paullinia cupana (guarand),
Ptychopetalum olacoides (muirapuama) e Zingiber officinale (gengibre) (MENDES;
CARLINI, 2007).

Em geral, as plantas possuem centenas de metabdlitos ativos o que torna
complexa a atividade de identificar e analisar quantitativamente esses compostos
(KLEIN et al., 2012). A importancia de estudos que comprovem a existéncia de todos
esses componentes e suas qualidades reflete na transmissédo do conhecimento para
a populacéo a fim de obter o uso racional de plantas medicinais que muitas vezes é
equivocado pela falta de conhecimento sobre seus riscos e/ou beneficios (LONGHINI
et al., 2013; JUNIOR et al., 2005).

Um desses metabdlitos ativos compreende o grupo dos polifendis que participam
da dieta alimentar saudavel sendo encontrados em frutas e vegetais. Por esta razao
sdo considerados importantes compostos com potenciais para proporcionar varios
beneficios a saude além de apresentar consumo seguro (SAITO, 2017). As
proantocianidinas, também conhecidas como taninos condensados sédo constituidas
por derivados da série flavan-3-ol, um dos grupos mais conhecidos de compostos
polifendlicos representados principalmente pela (-) - epigalocatequina-3-O-galato
(EGCG), (+) - catequina e (-) - epicatequina (3) e seus derivados encontrado como
analogos nas plantas. Estes compostos tém ganhando interesse por apresentarem
importantes atividades biolégicas como antiviral (CUSHNIE; LAMB, 2005),
antineoplasica (DU; ZHANG, 2012), anti-angiogénica (PESCA et al., 2013), anti-
inflamatéria (MENA et al., 2014; SAITO, 2017).

Infere-se que as propriedades farmacoldgicas apresentadas pelos taninos
condensados séo devido a pelo menos trés caracteristicas gerais que compreendem
(1) a complexacdo com ions metélicos, (2) o sequestro de radicais livres e atividade
antioxidante e (3) a forte interagdo com proteinas e polissacarideos (MELLO;
SANTOS et al., 2017). Estas caracteristicas conferem aos taninos condensados
propriedades farmacolégicas como a atividade contra doencas do sistema venoso,
antiviral e antineoplasica evidenciadas nas folhas e cascas de Hamamelis virginiana
(SANCHEZ-TENA et al., 2012) e antimicrobiana nas raizes de Krameria triandra
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(MOLLER et al., 2009). O efeito antiespasmaodico, antioxidante, diurético e hipotensivo
nas folhas, flores e frutos de Cartaegus monogyma também sé&o atribuidos a presenca
de taninos nestas partes das plantas (BELKHIR et al., 2013).

Embora o estudo acerca das atividades biologicas de sementes de P. cupana e
cascas de T. catigua seja bem descrito na literatura, poucos trabalhos relacionam as
atividades biolégicas destas espécies com a presenca de taninos condensados. J4 as
atividades biologicas dos rizomas de L. brasiliense, os quais também contém taninos
condensados, ainda permanecem pouco elucidadas, o que dificulta o conhecimento
acerca de suas propriedades farmacolégicas. Contudo, se observa uma crescente
comercializacdo de plantas com fins terapéuticos, especialmente de P. cupana e T.
catigua, indicando um aumento do consumo destas pela populagédo (ETHUR et al.,
2011). Esse aumento deve-se a diversos fatores tais como o alto custo dos produtos
sintéticos e 0 pouco acesso da populacdo a assisténcia basica de saude, gerando
uma tendéncia crescente ao consumo de produtos naturais (TOMAZZONI et al.,
2006).

Visando a obtencdo de um maior enfoque sobre as plantas taniferas e seus
potenciais farmacologicos, este estudo busca elucidar as propriedades bioldgicas de
taninos condensados encontrados em extratos desstas plantas medicinais. Para tanto,
faz-se necesséaria a abordagem destas espécies de plantas como fontes de novas
drogas que possam atender as necessidades da populacdo. Como se sabe, muitas
doencas, como por exemplo, aguelas de origem inflamatoria, o cancer como um todo
e as infeccbes bacterianas ainda nao possuem tratamento eficaz. Além disso, muitos
medicamentos disponiveis na clinica apresentam variados efeitos colaterais e, em
muitos casos, desenvolvem mecanismos de resisténcia a tumores e a
microorganismos. Neste ambito, € de grande relevancia a continuidade de pesquisas
envolvidas na busca por novos agentes terapéuticos oriundos de fontes naturais que

possam contribuir no tratamento destas desordens.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
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Avaliar a atividade imunomoduladora, antineoplasica e antibacteriana dos
extratos, fracOes, sub-fragbes e taninos condensados isolados de rizomas de
Limonium brasiliense, extratos e fracdes de sementes de Paullinia cupana, e extratos,

fracOes e flavolignana isolada das cascas de Trichilia catigua.

2.2 Objetivos especificos

o Avaliar a citotoxicidade do extrato, fracoes, sub-fracdes e taninos condensados
isolados de rizomas de Limonium brasiliense, extrato e fragcbes de sementes de
Paullinia cupana, e, extrato, fracdes e flavolignana isolada das cascas de Trichilia
catigua em células néo transformadas;

o Testar a atividade imunomoduladora das amostras das plantas através
modulacao de citocinas inflamatorias;

o Analisar a atividade antineoplasica do extrato, fracdes, sub-fracbes e taninos
condensados isolados de rizomas de Limonium brasiliense, extrato e fracdes de
sementes de Paullinia cupana, e, extrato, fracdes e flavolignana isolada das cascas
de Trichilia catigua em linhagens de células neoplasicas;

o Identificar o tipo de morte celular causado pelas sub-fracbes e substancia

isolada da fracéo acetato de etila de rizomas de L. brasiliense;

o Descrever o efeito anti-migratério das sub-fracdes de L. brasiliense;
o Analisar o perfil anti-clonogénico das sub-fracdes de L. brasiliense;
o Avaliar a atividade antibacteriana das amostras das plantas estudadas contra

bactérias Gram positivas e Gram negativas.

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Plantas medicinais: Um breve histoérico

Os primeiros manuscritos sobre a utilizacdo de plantas medicinais foram
encontrados na antiga Mesopotamia e datados de 2.600 A.C., onde foi reportado a
existéncia de um sistema de medicina sofisticado contendo cerca de 1.000 espécies
de plantas usadas para fins terapéuticos (BORCHARDT, 2002; CRAAG; NEWMAN,

2013). A medicina egipcia tem seu mais antigo livro, “Papiro Ebers”, publicado em
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1.550 A.C., onde ha cerca de 700 principios ativos das quais a maioria Sao originarios
de plantas medicinais (SNEADER, 2005). A ayurveda (medicina tradicional indiana)
também considerada como uma das mais antigas medicinas tradicionais, data de 1
milénio A.C. Na india e na China a medicina tradicional se desenvolveu possuindo
uma diversidade de obras escritas sobre plantas medicinais. A obra mais completa da
medicina tradicional chinesa, Modern Day foi publicada no ano de 1977 e compreende
uma lista de quase 6.000 drogas, sendo 4.800 destas de origem vegetal
(PATWARDHAN, 2005; BRAGA, 2011).

No Brasil, com o inicio da coloniza¢cao percebeu-se que os habitantes nativos ja
faziam uso das plantas medicinais para cura das doencas de seus povos. Algumas
espécies usadas foram logo relatadas aos portugueses como o capim rei, ruibarbo do
brejo, ipecacuanha-preta, cabriGva-vermelha, “erva boa”, hortela-pimenta, que eram
utilizadas pelos indigenas contra indigestdo, aliviando nevralgias, reumatismos,
doencas neuroldgicas, purgativos e cura de feridas (SILVA, 2004).

O conhecimento adquirido sobre as plantas medicinais, suas utilizacdes,
indicacdes e manejo compreendem uma heranca dos antepassados, que de forma
tradicional, difundiram seus conhecimentos através dos povos até os dias atuais.
Desta forma, o uso de plantas medicinais em praticas populares e tradicionais como,
por exemplo, em remédios caseiros, € conhecido como medicina alternativa. A
medicina alternativa desempenha um papel crucial para cura, tratamento e prevencgao
de varias doencas como, por exemplo, diarreias, infeccbes urinarias, doencas
inflamatorias, distlrbios neurolégicos e do sono, no tratamento do cansaco muscular
(DUTRA, 2009).

Durante milénios as plantas foram uma fonte riquissima de agentes terapéuticos,
porém usadas de forma tradicional aplicando suas bases empiricas sem nenhum tipo
de conhecimento cientifico, das atividades farmacolégicas e de seus componentes
quimicos (ATANASOV et al.,, 2015). Com o decorrer dos anos, houve uma
necessidade crescente pela busca de fundamentos cientificos que comprovassem as
atividades das plantas para assegurar a efichcia e seguranca de seu consumo
(MATHUR; HOSKINS, 2017).

A primeira descoberta racional de drogas derivadas de plantas foi durante o inicio
do século XIX. Cientistas alem&es conseguiram isolar do Opio, substancia espessa
extraida de espécies de papoulas (género Papaver), um agente analgésico, relaxante

e indutor de sono denominado por eles de Morfina (SERTURNER, 1817). Apds essa
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descoberta foi publicado um artigo onde eles isolaram, cristalizaram, descreveram a
estrutura dos cristais, e avaliaram a atividade farmacolégica da morfina em
experimentos com caes (WAISSE; TARCITANO FILHO, 2015). O isolamento da
morfina impulsionou novas pesquisas neste campo levando a descoberta de novas
substancias naturais bioativas derivadas de plantas como a nicotina, cafeina, cocaina,
quinina, colchicina, etc (CORSON; CREWS, 2007; KAISER, 2008; FOWLER;
SCRAGG, 2013).

A afirmacado cientifica destes produtos promoveu um aumento do interesse
mundial na utilizacdo de produtos naturais. Porém, com a ascensao da industria
farmacéutica moderna pés Segunda Guerra Mundial os medicamentos purificados
derivados de plantas medicinais foram ficando em segundo plano em relagdo aos
compostos sintéticos industrializados (DAVID et al., 2014). As tecnologias da quimica
combinatdria e do High Troughtput Screening (HTS) que embora sejam técnicas
complexas para testes com produtos naturais, nas Ultimas décadas retomaram as
possibilidades de descobertas de novas moléculas derivadas de plantas medicinais.
Entre os anos de 1981 e 2010, em um grupo de 1073 novas moléculas descobertas,
apenas 36% foram puramente sintéticas e mais da metade foram compostas por
moléculas provenientes da natureza ou semissintéticas (NEWMAN; CRAGG, 2012).

Em 1998 Yue-Zhong Shu estimava que cerca de 60% das drogas antitumorais e
anti-infecciosas disponiveis no mercado ou em fase de pesquisa clinica eram de
origem natural. Ja no ano de 2013 este percentual ndo obteve alteracdes, confirmando
as estimativas de 1998 (POMPILHO et al., 2013; NEWMAN et al., 2012). A exemplo
deste dado percentual o paclitaxel derivado da espécie Taxus, alcaloides derivados
de Catharanthus roseus (L.) G. Don como a vincristina e vimblastina, e a camptotecina
e seus analogos (Topotecan, Irinotecan) descobertos inicialmente da arvore chinesa
Camptotheca acuminata Decne sdo alguns dos varios medicamentos antitumorais
atualmente disponiveis na clinica (KINGHORN et al., 2011). Outro potencial agente
anticancer e antimalarico € a artemisina derivado de uma erva da medicina tradicional
chinesa, Artemisia annua L. (KLAYMAN et al., 1984). Esses medicamentos ja
disponiveis no mercado e utilizados no servico médico reforcam a afirmacdo da
necessidade pela busca de novos compostos bioativos na diversidade que existe na
flora do planeta (DUTRA, 2009).

3.2 Utilizacao das plantas medicinais como agentes imunomoduladores



25

Um imunomodulador pode ser definido como uma substéncia sintética ou
biolégica que tem a capacidade de modular, suprimir ou estimular os elementos do
sistema imunologico incluindo os componentes da resposta imune inata e adaptativa.
Os imunomoduladores séo fisiologicamente usados quando o sistema imunologico se
apresenta debilitado de modo que eles possam afetar e/ou corrigir, estimulando ou
suprimindo, o sistema imune (SHAFI et al., 2015). Agentes imunoestimulantes e
imunossupressores vém sendo amplamente estudados na busca pelas melhores
substancias que exercam estas atividades representando um amplo campo de
interesse em todo mundo (MUKHERJEE et al., 2014).

Embora haja um numero considerado de drogas sintéticas usadas em doencas
imunologicas como as ciclosporinas, corticosteroides e azatioprina, estas podem gerar
graves efeitos adversos aos usuarios como nefrotoxicidade, anemia, trombocitopenia
e supressdo da medula 6ssea (RACHH et al., 2014; MATHUR; HOSKINS, 2017). Um
exemplo classico € a ciclofosfamida usada rotineiramente para tratamento de
linfomas, leucemias e em doencas autoimunes como o Lupus Eritematoso Sistémico
(LES). A ciclofosfamida atua induzindo a supresséo da resposta humoral e um dos
efeitos adversos mais comuns é a anemia. Dessa maneira, estes e outros
medicamentos sintéticos reforcam a importancia da identificacdo da atividade
imunomoduladora dos extratos de plantas medicinais bem como das substancias
isoladas destas plantas (BIN-HAFEEZ et al., 2001).

Nesse contexto, varias plantas medicinais sédo alvo de investigacdes a respeito
de suas atividades imunomoduladoras (MUKHERJEE et al., 2014). Como exemplo, o
Oleo da casca de Cedrus deodora possui atividade sobre os neutréfilos, diminuindo a
atividade fagocitica, a liberacdo de enzimas lisossomais e atuando também nos
mediadores envolvidos na inflamacao (AWAD, 2015). Quanto a citotoxicidade, o
extrato etandlico das sementes de Psoralea corylifolia aumenta a atividade citotoxica
dependente de anticorpos mediada pelo sistema complemento, além de combater as
células tumorais através da ativacédo das células Natural Killers (NK). Esses resultados
demonstram uma atividade imunomoduladora mediada tanto pelo aumento da
resposta imune celular quanto pela resposta humoral, ressaltando a importancia da
ligacdo entre as respostas imunes desencadeadas pelas células NK e macrofagos,

principalmente em ensaios envolvendo tumores (LATHA et al., 2000).
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Um dos mecanismos da resposta imunologica envolve as citocinas, que
representam um conjunto de varias moléculas, como interleucinas e quimiocinas que
participam da emisséo de sinais entre as células durante o desencadeamento de uma
resposta imune e compfem um dos elementos chave para perfeita regulacdo do
sistema imunolégico (Figura 1) (NETEA et al., 2015). Um exemplo de extrato que
possui propriedade imunomoduladora relacionada as citocinas € o extrato etandlico
da raiz de Boerhaavia difusa que exibe essa atividade inibindo a produgéo de IL-2,
TNF-a, IL-13, IL-15, interferon-gama (IFN-y), IL-4, IL-5 e IL-10, moléculas importantes
no controle da resposta inflamatéria e das respostas mediadas por linfocitos T e B
(MEHROTRA et al., 2002).

Uma variedade de substancias oriundas de plantas medicinais € capaz de
estimular o sistema imunolégico (DA SILVA; PARENTE, 2001). A atividade anti-
inflamatoria de plantas medicinais esta relacionada a presenca de compostos tais
como flavonoides, terpenoides, alcaloides. Dentre esses, o0s flavonoides
compreendem um grupo com notavel efeito anti-inflamatério, e podem ser
classificados em chalconas, flavonas, flavanonas, flavonéis, isoflavonas, flavan-3-ols
e biflavonoides. (KIM et al., 2004).

Alguns desses flavan-3-ols como as proantocianidinas ou taninos condensados
apresentam propriedades imunomoduladoras relacionadas com a inibicdo de
citocinas inflamatdérias descritas em varios estudos (LI et al., 2017; Wang et al., 2017;
SALINAS-SANCHEZ et al., 2017; TANAKA et al., 2017). Os taninos sdo componentes
de varias plantas medicinais que desempenham esse tipo de atividade. Como
exemplo pode-se citar o extrato metandlico de caules de Serjania schiedeana no qual
sua fracdo acetato de etila, sub-fracbes e taninos condensados isolados
demonstraram uma reducédo significativa de citocinas pré-inflamatérias como TNF-q,
IL-1B, IL-6, and IL-17 em modelo murino de artrite reumatoide (SALINAS-SANCHEZ
et al., 2017). Fracdes de proantocianidinas obtidas de cascas de Metasequoia
glyptostroboides também apresentaram atividade imunomoduladora frente as
citocinas inflamatérias IL-2, IFN-y e IL-17 no sobrenadante de cultura celular de
esplendcitos de camundongos com dermatite alérgica induzida (CHEN et al., 2015).

Estes estudos demonstram que muitas investigagbes acerca dos flavonoides,
incluindo as proantocianidinas, possuem atividade anti-inflamatéria em diferentes

modelos animais de inflamacdo. Além disso, estabelecem que variedades destas
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moléculas possuem potencial para o desenvolvimento de novos agentes anti-

inflamatorios provindos de fontes naturais (TANAKA et al., 2017).

Figura 1 - Desencadeamento da resposta imunologica mediada por citocinas.
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Fonte: MUKHERJEE et al. (2014).

Um dos grupos de plantas mais conhecidos por suas propriedades medicinais
sdo as plantas adaptdgenas. Os adaptdégenos melhoram as condicGes de saude e
disposicéo, reduzem a fadiga e o estresse, recuperam ou melhoram o desempenho
atlético, a acuidade mental, aumentam o apetite, aliviam a insénia, melhoram o humor
e aumentam a resisténcia contra as infec¢cbes. Desta forma, a intencao terapéutica
guando se utiliza um adaptdgeno € promover uma resposta fisioldgica ideal para as
tensdes internas e externas. Em outras palavras, os adaptégenos melhoram a
capacidade do organismo de "adaptar-se” ao seu ambiente (KELLY, 1999). As
caracteristicas dos adaptogenos, estdo associadas diretamente ao eixo
neuroenddcrino-imunolégico como provedor do bem-estar fisico e mental,
especialmente em condicdes de estresse e na defesa contra as infecgbes
(SEQUEIRA, 2013).
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No Brasil, varias sdo as plantas empregadas pela populacdo para melhorar a
memoria, o desempenho fisico e sexual ou para manter um estado saudavel,
genericamente chamadas de tbnicas ou fortificantes. Essas plantas, além de conter
outros componentes, apresentam altos teores de taninos condensados em suas
diferentes partes. Sdo exemplos bem conhecidos o guarana (Paullinia cupana), a
catuaba (Trichilia catigua e outras espécies), o no-de-cachorro (Heteropterys
aphrodisiaca), a muirapuama (Ptychopetalum olacoides) e a féfia ou ginseng brasileiro
(Pfaffia sp.). Dentre estas, o guarana e a catuaba possuem amplo conhecimento
tradicional, sendo indicados como tonicos e estimulantes (SEQUEIRA, 2013).
Contudo, suas atividades bioldgicas, em especial a atividade imunomoduladora, ainda
nao esta completamente elucidada (CARVALHO, et al., 2016).

Diante destas abordagens, a pesquisa cientifica das propriedades medicinais de
plantas tem sido explorada nos ultimos anos, porém o mecanismo de acédo da maioria
dos constituintes dessas plantas € ainda um grande desafio a ser superado. Os
estudos relacionados aos efeitos imunomoduladores de plantas medicinais incluindo
aguelas adaptogenas sdo uma fonte promissora de novas moléculas tanto por estas
apresentarem uma rica diversidade de aporte na natureza, quanto pelo baixo custo e
por causar poucos efeitos colaterais (MUKHERJEE et al., 2014). O conhecimento
tradicional com sua abordagem holistica e sistematica suportada por evidéncias
experimentais serve como um modelo para o desenvolvimento de medicamentos
imunomoduladores mais eficazes, seguros e menos toxicos (MURUGESAN;
DEVIPONNUSWAMY, 2014).

3.3 Atividade antineoplasica de plantas medicinais

O cancer é um conjunto de doencas caracterizado pelo crescimento anormal e
exacerbado de populagdes celulares que pode afetar qualquer parte do organismo
(WHO, 2017). Assim como em outras doencas crbnicas, no cancer existem alguns
mecanismos patogénicos comuns como a inflamacdo crénica, danos ao DNA,
estresse oxidativo dentre outros (FERNANDO; RUPASINGHE, 2013). A
carcinogénese é um processo de multiplas etapas que consiste nas fases de
inicializacéo, promocéao e progressao tumoral. Durante a progresséao, células tumorais

podem, em um estagio mais avancado da doencga invadir a corrente sanguinea e
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adentrar em outros tecidos e 6rgaos, caracterizando o processo de metastase tumoral
(DE FLORA et al., 2005; SEBASTIAN et al., 2012).

A Sociedade Americana do Cancer divulgou que no ano de 2012 osnumeros de
casos de cancer corresponderam a 14,1 milhdes de pessoas diagnosticadas e mais
da metade, 8,2 milhdes, representaram o numero de mortes em todo mundo. As
mortes por cancer representam cerca de 2 a 3% do total de mortes por outras causas
e em 2015 foi responsavel por 8,8 milhdes de mortes em todo mundo. O nimero
esperado de novos casos a serem diagnosticados em 2030 é de 21,7 milhdes com 13
milhdes de mortos pela doenca (SMITH et al., 2015; WHO, 2017).

Os gastos em pesquisas no combate ao cancer passam de bilhdes de ddlares.
Mesmo com esses altos indices de investimentos e gastos em pesquisas para o
tratamento desta doenca, as principais terapias atualmente utilizadas, os
guimioterapicos e a radioterapia, possuem efeitos colaterais prejudiciais ao paciente
além de, ainda hoje persistir uma alta taxa de mortalidade mesmo com estas
estratégias terapéuticas disponiveis (FREEDMAN et al., 2015).

Diante desta problemética, a descoberta de moléculas com potencial atividade
anticancer de origem natural, especialmente de plantas, é atualmente alvo de
investigacdes. O screening de alvos terapéuticos antitumorais derivados de plantas
medicinais teve inicio na década de 50 onde foram identificados e caracterizados 0s
alcaloides da Vinca, a vincristina e a vimblastina, além do isolamento da podofilotoxina
(Figura 2) que posteriormente daria origem ao etoposideo e teniposideo (FERNANDO;
RUPASINGHE, 2013).
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Figura 2 - Agentes anticancer derivados de plantas medicinais utilizados na clinica.
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A vincristina e a vimblastina foram isoladas de Catharanthus roseus G. Don., e
representaram o marco da nova era dos agentes antitumorais derivados de plantas
medicinais. A vincristina e a vimblastina foram inicialmente utilizadas em associagao
com outros quimioterapicos ja usados na clinica para tratamento de varios tipos de
cancer como nas leucemias, linfomas, no cancer testicular avancado, cancer de
pulmao e Sarcoma de Kaposi (BARRALES-CURENO, 2015).

Outro agente antineoplasico que obteve sucesso como droga derivada de planta
medicinal foi descoberto da casca do Teixo do Pacifico, Taxus brevifolia Nutt.
(Taxaceae) denominado como paclitaxel (Taxol®) (Figura 3). Sua estrutura quimica foi
elucidada em 1971 e sua introducgé&o clinica no mercado foi iniciada na década de 90
para o tratamento do cancer de pulméo, de mama e de ovario (WANI et al., 1971,
ROWINSKY et al., 1990).
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Figura 3 - Estrutura quimica do paclitaxel.
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A camptotecina um alcaloide quinolinico inibidor da Topoisomerase |, foi isolada
de Camptotheca acuminate Decne (Nyssaceae) e posteriormente levada para fase de
ensaios clinicos pelo National Cancer Institute (NCI) em 1970, mas o estudo foi
interrompido devido a sua capacidade de causar toxicidade severa na bexiga
(POTMESIL; PINEDO, 1994). Contudo, outras drogas semi-sintéticas derivadas da
camptotecina foram introduzidas na clinica como o topotecan e irinotecan, usados
para o tratamento de tumores de ovario e cancer de pequenas células do pulméo,
além do cancer colorretal, respectivamente (CREEMERS et al.,, 1996; BERTINO,
1997). Epipodofilotoxina, um isémero da podofilotoxina foi isolada das raizes das
espécies de Podophyllum como agente antineoplasico. Dois derivados
semissintéticos da epipodofiloxina, o etoposideo e o teniposideo, inibidores de
Topoisomerase Il sdo atualmente usados no tratamento de linfomas, cancer bronquial
e testicular (CRAGG; NEWMAN, 2013).

Um agente derivado de planta medicinal em uso na clinica para o tratamento da
leucemia mieldide crbnica, Omacetaxine, consiste em uma mistura racémica da
harringtonina e homoharringtonina, alcaloides de Cephalotaxus harringtonia var.

drupacea (Sieb and Zucc.) (Cephalotaxaceae) atuando como inibidor da traducéo
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proteica (LU; WANG, 2014). Ja o Elliptinium, um farmaco antineoplasico citostatico, é
derivado da ellipticina isolado da planta medicinal Fijian Bleekeria vitensis A.C. Sm. e
€ atualmente comercializado na Franca (ITOKAWA et al., 2005; CRAGG; NEWMAN,
2013).

Um elevado numero de compostos quimicos originarios de plantas medicinais
esta atualmente em fase de pesquisa clinica, porém uma quantidade consideravel
destes compostos naturais é baseada no paclitaxel, camptotecina, vimblastina,
vincristina e epipodofilotoxina. Alguns compostos derivados de plantas medicinais que
fazem excecao e estdo em fases de ensaios clinicos sdo compostos semissintéticos
como &cido betulinico, o fosfato de combretastatina A4, a curcumina, o flavopiridol, o
licopeno e varios outros (MADHURI; PANDEY, 2009).

Outra classe de moléculas que tém sido objeto de diferentes estudos devido a
seus potenciais beneficios para a salude sdo as proantocianidinas, constituidas por
unidades de flavan-3-ols condensadas. Estas moléculas vém ganhando destaque por
apresentarem atividade antioxidante e por desempenhar papel importante como
agentes antineoplasicos, anti-inflamatoérios, dentre outros (NAVARRO et al., 2017,
SHERIF et al., 2017). As proantocianidinas ou taninos condensados, sdo alvo de
varias pesquisas envolvidas na abordagem de diferentes plantas medicinais como
Blechnum orientale que apresenta proantocianidinas nas suas folhas, as quais
conferem uma propriedade antineoplasica em linhagem de cancer de célon (LAl et al.,
2013). Ja as proantocianidinas que compdem as cascas do caule de Ficus virens
apresentam potencial antineoplasico em linhagens sensivel e resistente de cancer de
mama, além de diminuirem os sintomas de mucosite intestinal provocada pelo uso do
guimioterapico sintético 5-Fluorouracil (CHEN et al., 2017).

Como visto, a busca por novas substancias bioativas presente nas plantas foi
impulsionada pelas industrias deste a década de 90 com a descoberta destas
moléculas agora conhecidas. Essa busca perdura até hoje através de pesquisas
basicas de pesquisadores da area utilizando extratos, Oleos e peptideos destas
plantas, especialmente aquelas encontradas em regifes de floresta tropical onde se
concentra grande parte da biodiversidade (PINTO et al.,, 2002). Neste ambito a
compreensao destes estudos acerca de compostos obtidos de plantas com
propriedades medicinais, em especial, as proantocianidinas, se faz extremamente

necessaria diante da grande diversidade quimica estrutural de possiveis moléculas
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promissoras a serem encontradas nas plantas como potenciais agentes antitumorais
(PAN et al., 2012).

3.4 Atividade antibacteriana de plantas medicinais

Muito antes da descoberta da existéncia dos microrganismos patogénicos, a
ideia de que as plantas tinham poder de cura ja era bem aceita. Desde a antiguidade,
os humanos tratavam seus males com plantas medicinais como, por exemplo, o
bearberry (Arctostaphylos uva-ursi) e o cranberry (Vaccinium macrocarpon) usados
no tratamento de infec¢Bes do trato urinario, a erva-cidreira (Melissa officinalis) e a
arvore do cha (Melaleuca alternifélia) (HEINRICH et al., 2012).

No Brasil, grande parte das plantas estudadas é usada na forma de extratos
brutos para tratar infeccdes comuns. Neste sentido, a investigacdo de produtos
naturais como fonte de metabdlitos com atividade antimicrobiana vem aumentando
potencialmente a cada ano (SARAIVA, 2012). Além disso, alguns estudos utilizando
extratos de plantas mostram resultados relevantes quando associados a antibiéticos
ja utilizados na clinica, potencializando sua acao antibacteriana (DE AZEVEDO
CALLOU et al., 2012; FERNANDES et al., 2012; AIYEGORO et al. 2011). Os achados
destes estudos sugerem a existéncia de compostos bioativos nas plantas medicinais
gue conferem uma caracteristica antibacteriana a estes produtos naturais (SARAIVA,
2012).

A propriedade antibacteriana das plantas medicinais esta principalmente ligada
ao conteude de flavonoides, onde derivados de flavon-3-ol como as proantocianidinas
desempenham importante papel no exercicio dessa atividade (FERNANDES et al.,
2017). A acao destes flavonoides contra bactérias e fungos € mediada pela sua acao
na parede celular microbiana. Eles interagem com proteinas de membrana presentes
na parede celular de bactérias levando a permeabilidade e ruptura da parede celular.
As catequinas que também fazem parte do grupo dos flavonoides exibem atividade
inibidora contra bactérias tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas (RADULOVIC
et al., 2013).

O chéa das folhas de Camellia sinensis (cha verde) € bastante conhecido na
medicina tradicional por possuir atividade antibacteriana contra diferentes patdogenos,
principalmente contra infec¢des do trato urinério. Seus extratos possuem catequinas,

responsaveis por conferir esta propriedade antibacteriana. As catequinas mais
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importantes no cha verde séo (-) -epicatequina (EC), (-) -epigalocatequina-3-galato
(EGCG), (-) -epigalocatequina (EGC), (-) -epiccatequina-3-galato (ECG)
(NOORMANDI; DABAGHZADEH, 2015). O estudo de lkigai e colaboradores (1993)
evidenciou que a EGCG possui maiores efeitos antibacterianos frente a E. coli e S.
aureus apresentando valores de concentracdes inibitérias minimas (CIM) relativos a
573 ug/mL e 73 ug/mL, respectivamente. Além destas moléculas, pode-se evidenciar
as proantocianidinas do suco de cranberry (Vaccinium oxycoccos) inibem a adeséo
de E. coli no urotélio. A conformacdo estrutural destas proantocianidinas parece
desempenhar um importante papel de anti-adesdo uma vez que outras
proantocianidinas oriundas de outras fontes como da maca e da uva ndo apresentam
essa propriedade (MICALI et al., 2014).

Além das infec¢Bes do trato urinario as infecgfes diarreicas sdo consideradas
doencas de frequente ocorréncia acomentendo principalmente as criancas. Os
principais patdgenos causadores da diarreia sdo Shigella flexneri, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Salmonella typhi e estdo associados com baixas condi¢cdes
de higiene e saneamento basico (TOIYN et al., 2012). Diantes disso, os estudos com
extratos de plantas e substancias oriundas de fontes naturais refletem uma alternativa
para o desenvolvimento de novos agentes antidiarreicos. O extrato aquoso das
sementes de Myrtus communis L., por exemplo apresentou atividade antibacteriana
frente a Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophila e Bacillus cereus (JABRI et al.,
2016). Em sua composicao foi identificada a presenca de taninos condensados 0s
quais parecem estar associados a esta atividade, uma vez que a atividade
antimicrobiana de taninos condensados € atribuida aos efeitos de antimotilidade,
antisecretério e/ou efeitos antimicrobianos (FARTHING, 2000; JABRI et al., 2016).

Em geral os taninos condensados exercem varios efeitos farmacol6gicos como
anti-inflamatdrio, anticancer, antioxidante, antimicrobiano, dente outros (SIMOES et
al., 2017). Acredita-se que esses compostos interferem no crescimento bacteriano por
meio de mecanismos que incluem a inibicdo de enzimas extracelulares pelos
compostos oxidados, possivelmente através de reacbes com grupos sulfidrilas ou
através de interagbes mais inespecificas com proteinas, levando frequentemente a
inativacdo da proteina da membrana e a perda de fungdo, com extravazamento de

citoplasma ou acg&o direta sobre o metabolismo microbiano (MARIN et al., 2015).
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O potencial antibacteriano das proantocianidinas esta bem descrito na literatura,
contudo, estudos sobre a biodisponibilidade e os dados farmacocinéticos destes
fitoquimicos ainda sdo escassos. Novas pesquisas também sdo necessarias para
esclarecer melhor como estes metabolitos sdo capazes de atravessar a barreira
intestinal para exercer suas propriedades biolégicas (SMERIGLIO et al., 2017).

No Brasil, nos ultimos anos, véarias pesquisas relacionadas a atividade
antibacteriana de extratos e substancias isoladas de plantas de vérias regiées foram
realizadas, porém ainda ha um grande desafio a ser superado quando pensamos no
fato de que apenas 0,5% da flora brasileira foram explorados (BLAINSKI et al., 2017,
MICALI et al., 2014; FARTHING, 2000; JABRI et al., 2016; MARIN et al., 2015). Porém,
esfor¢cos vém sendo feitos no tocante a descoberta de novos medicamentos naturais
com atividade antibacteriana de modo que o conhecimento cientifico de seus
componentes quimicos possa elucidar mecanismos para obtencdo de farmacos mais

seguros e eficazes (SILVA, 2010).

3.5 Limonium brasiliense

3.5.1 Caracteristicas gerais

O género Limonium pertencente a familia Plumbaginaceae, apresenta 163
espécies aceitas de acordo com o “The Plant List” (THE PLANT LIST, 2015). Este
género € bem representado na regido mediterranea da Europa e em paises asiaticos,
porém pode ser encontrado em regides costais da América do Sul e América do Norte,
no sul da Africa e na Australia (MOBOT, 2015). Em geral, as espécies de Limonium
vivem como plantas haléfitas, incluindo em regifes alpinas (USHIROBIRA et al.,
2015b). Na China, as raizes e caules de espécies de Limonium sdo usados na
medicina tradicional, porém devido a suas semelhancas morfoldgicas a identificacao
das espécies se torna uma tarefa dificil de ser praticada utilizando métodos
tradicionais (DING et al., 2012).

Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze, encontrada no Brasil, € uma erva
popularmente conhecida como guaicuru e essa espécie habita pantanos de agua
salgada nas regides da costa brasileira e estados da regido Sul e Sudeste, incluindo

Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Parana e alguns paises como Uruguai e Argentina
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(USHIROBIRA et al., 2015b). A espécie é cultivada e comercializada como planta
medicinal em regides estuarias do Rio da Prata (USHIROBIRA et al., 2015a).

Limonium brasiliense é um subarbusto perene que pode chegar até 40
centimetros (cm) de altura, possui raizes grosas com presenca de escamas, folhas
com até 12 cm de comprimento por 2,5 de largura e inflorescéncias em grandes
paniculas de coloracdo azulada (Figura 4 e Figura 5) (FIOR et al., 2008). A primeira
descricao botéanica de L. brasiliense foi feita no século XIX e em 1920 Dias da Silva
descreveu a estrutura anatdmica detalhada, notando as caracteristicas organolépticas
da planta fresca e um odor caracteristico que desaparecia com sua dissecacao.

Mais recentemente, em um estudo morfoanatémico, Antonelli-Ushirobira et al.
(2015) identificaram que muitos estudos haviam descrito as raizes de L. brasiliense
de uma forma conceitual errbnea, uma vez que sua descricdo morfoldgica condiz com
a presenca de rizomas. No estudo identificaram os trabalhos de Corréa (1952),
Coimbra (1958), Cruz (1982), Moura et al. (1985), Murray et al. (2004), Fenner et al.
(2006) and Blainski et al. (2013) haviam cometido este erro conceitual, poréem apds a
caracterizacdo morfo-anatbmica confirmaram a presenca dos rizomas de L.
brasiliense (ANTONELLI-USHIROBIRA et al., 2015).

Figura 4 - Limonium brasiliense. A: Inflorescéncia de L. brasiliense. B: exsicata das

partes aéreas. C: Exsicata das raizes.

Fonte: FIOR et al. (2008); BLAINSKI (2010).
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Figura 5 - Habito de Limonium brasiliense.

-

Fonte: BLAINSKI (2010).

3.5.2 Composicao quimica

Estudos sobre Limonium brasiliense tém sido realizados frequentemente no
Estado do Parana, e o consumo da planta ha medicina tradicional para tratar distarbios
do trato génito-urinario é bastante difundido no Estado do Rio Grande do Sul, porém
ainda ha poucos relatos na literatura que indiguem o 0s principais componentes
presentes na planta (USHIROBIRA et al., 2015a).

Dentre os poucos estudos sobre a planta, os taninos hidrolisaveis,
leucoantocianinas, demais flavonoides, [(-sitosterol, saponinas e cumarinas sao
substancias encontradas em extratos de rizomas de L. brasiliense (MOURA, 1985;
JANHS; CRESCENTE, 1974; MURRAY et al., 2004; FENNER et al., 2006). Outro
grupo de pesquisadores reportaram a presenca de taninos condensados
(epigalocatequina, gallocatequina e epigalocatequina-3-O-galato) e hidrolisaveis
(leucoantocianidinas, acido hidroxicinamico e acido elagico) (MURRAY et al., 2004).
Cumarinas, acido 4-methoxy-galico, -sitosterol, saponinas, miricetina-3-O-a-
ramnopiranosideo, benzoato de benzil, sacarose, flavona, isoflavona, e flavonona
também foram observadas e descritas por Moura et al., (1985) e Murray et al., (2004).

Além destas, recentemente, duas outras substancias foram encontradas no

extrato acetona:agua de rizomas de L. brasiliense, identificadas como Samarangenina
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A e Samarangenina B (CALEARE, et al., 2017). CALEARE e colaboradores (2017)
também relataram a presenca de acido galico e epigalocatequina-3-O-galato na
composicado do extrato estudado (Figura 6). Poucos estudos acerca destas duas
Samarangeninas foram descritos na literatura, porém algumas atividades biolégicas
foram relatadas, como a atividade de inibicdo da ades&o de Porphyromonas gingivalis
em células epiteliais (CALEARE, et al., 2017) e a atividade antiviral contra o Herpes
virus (KUO et al., 2002; LIN et al., 2000).

Figura 6 - Estrutura molecular dos compostos identificados na FAE de rizomas de L.
brasiliense. (1) acido galico, (2) epigalocatequina-3-O-galato, (3)

samarangenina A e (4) samarangenina B.
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Fonte: CALEARE, et al., 2017.

3.5.3 Atividades biolégicas

Limonium brasiliense € usada na medicina tradicional como antisséptico em

infeccbes do trato geniturinario, como adstringente e depurativo e especialmente
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usado contra colicas menstruais e na regulacédo do periodo menstrual (MOURA et al.,
1985). Murray e colaboradores (2004) relataram o uso da planta no tratamento de
hemorragias e de doenca reumatica além de relatar uma possivel atividade cardio
preventiva. A atividade antioxidante de fracBes semi-purificadas das raizes da planta
também foi elucidada por estes pesquisadores pela determinacdo de sua ICso
(MURRAY et al., 2004).

A atividade anti-inflamatdria foi demonstrada com extratos etanélicos (JAHNS;
CRESCENTE, 1976), em extratos semi-purificados e no composto isolado miricetina-
3-O-ramnosideo (RODRIGUES et al., 2015). Moura et al. (1985) também
demonstraram a atividade anti-inflamatéria do extrato etandlico de rizomas de L.
brasiliense injetado por via intraperitoneal (250 mg/kg) em edema de pata induzido
por carragenina in vivo.

Em um estudo com L. brasiliense foi descrito que esta espécie é usada para
tratar Ulceras, leucorreias e ha relatos de sua utilizacdo no tratamento de algumas
infec¢des fungicas (FENNER et al., 2006). Outra atividade relatada foi a antiviral in
vitro de extratos etandlicos da planta contra o Herpes simplex virus tipo | foi
demonstrada com ECso de 185 pg/mL (MEDINI et al., 2014).

Entre os anos de 1980 e 1990, preparacfes farmacéuticas obtidas das raizes
das plantas eram comercializadas no Brasil em forma de cha com o propdsito de tratar
as infec¢bes do trato geniturinario. Mais tarde, a ANVISA cancelou a certificacdo
desses produtos e seu uso foi descontinuado por falta de bases cientificas que
comprovassem os efeitos bioldégicos com mais clareza e confiabilidade (CARDOSO,
1990; FENNER et al., 2006; BLAINSKI et al., 2013).

3.6 Paullinia cupana

3.6.1 Caracteristicas gerais

Paullinia cupana var. sorbilis € uma planta pertencente a familia Sapindaceae
gue apresenta mais de 140 géneros e 2000 espécies distribuidas pelo mundo
(ANGELO et al., 2008). Na Amazénia brasileira, além de Paullinia cupana, ha oito
espécies deste género incluindo Paullinia seminuda Radlk., Paullinia paullinoides

Radlk., Paullinia verrucosa Radlk., Paullinia rufescens Rich. exJuss., Paullinia
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caloptera Radlk., Paullinia selenoptera Radlk., Paullinia pinnata L. e Paullinia pseudota
Radlk. ex Warm (SCHIMPL et al, 2013).

Esta espécie é popularmente conhecida como guarana e em relagdo a sua
origem e distribuicio ha algumas controvérsias, porém, seu habitat natural
corresponde as regides da bacia do Rio Maués-Acu que coincide com o territério dos
indios Sateré-Mawé (FILOCHE; PINTON, 2014). A palavra guarana significa, no
dialeto indigena, “videira” por apresentar em seu habito de crescimento gavinhas que
podem chegar até 10 metros de comprimento prendendo-se as arvores vizinhas
(SCHIMPL et al., 2013).

Os indios Sateré-Mawé iniciaram o processo de domesticacdo do guarana e,
mais tarde, com a expansao comercial das sementes para uso em bebidas, na
indUstria cosmética e para fins terapéuticos, pequenos agricultores iniciaram o
processo de plantio no sul da Bahia. A expansao do guarana se deu rapidamente nos
solos baianos devido as condic¢des climéaticas e ao solo fértil e proprio para o cultivo.
Hoje, a Amazodnia e a Bahia sao responséaveis por 95% da producédo do guarana no
Brasil (FILOCHE; PINTON, 2014; SCHIMPL et al., 2013).

Com o processo de domesticacdo da planta, sua morfologia inicial foi perdendo
algumas caracteristicas e seus arbustos desenvolvidos nas areas de cultivo podem
chegar de 2 a 3m de altura (MONTEIRO,1965). Em geral, vivem cerca de 35 anos. A
planta é adaptada a baixa altitude, clima quente e Umido com 85% de umidade
relativa, 26°C de temperatura média anual e precipitacao anual entre 1500 e 2000 mm
(MIRANDA; METZNER, 2010). As folhas da planta sdo distribuidas alternadamente
possuindo um folheto terminal. Os folhetos possuem forma oval e comprimento de
aproximadamente 10 a 14 cm por 27 a 33 cm de largura (Figura 7 A) (SCHIMPL et al.,
2013). E uma planta mondéica com um tipo de inflorescéncia racemosa que pode atingir
tamanhos maiores de 30 cm. Os frutos sdo formados por uma capsula de cor
avermelhada com um pedunculo desenvolvido e em sua forma madura expéem uma
polpa branca com uma semente preta, assemelhando-se ao olho humano, o que
representa uma caracteristica marcante na identificagdo do guarana (Figura 7 B)
(SMITH; ATROCH, 2010).

O processo de obtencdo do p6 do guarana € feito através da secagem das
sementes, podendo ser realizado manualmente, como faziam os indios, ou por
métodos automatizados. No processo manual as sementes séo retiradas dos frutos

apos passarem por trés dias de fermentacdo. J4 no processo automético elas séo
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processadas imediatamente apos a colheita. Logo apoés, sédo lavadas para retirada do
arilo e levadas para secagem durante um intervalo de 3 a 5 horas. Apos secagem €&
obtido o extrato bruto do guarana (WALKER et al., 2000).

Figura 7 — A: Descricdo anatdmica de Paullinia cupana. B: Frutos do guarana.

Fonte: SCHIMPL et al. (2013).

3.6.2 Composicéo quimica

A semente do guarand é a parte comercializada da planta devido a presenca de
alcaloides puricos ou metilxantinas em sua composicdo (1,3,7-tri-metilxantina)
(cafeina), aos quais € atribuida a propriedade de estimulante (KOFINK et al., 2007).
A cafeina é encontrada no guarana em diferentes quantidades (2,5 a 6%), a depender
do método utilizado para extracéo, da época da colheita e de outros fatores que podem
influenciam no teor desse alcaloide. Outros alcaloides puricos também foram
posteriormente encontrados no guarana, porém em pequenas proporcdes (0,3%)
como teobromina (3,7-dimetilxanina) e teofilina (1,3-dimetilxantina) (OLIVEIRA, 2010).
Esses trés alcaloides sao os principais constituintes de Paullinia cupana (Figura 8)
(HAMERSKI et al., 2013).
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Figura 8 - Principais metilxantinas contidas nas sementes de Paullinia cupana.
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Fonte: Do autor (2017).

Outras andlises indicaram a presenca de taninos nas sementes do guarana,
como as catequinas e epicatequinas (USHIROBIRA et al., 2004; BASILE et al., 2005),
flavonoides (MATTEI et al., 1998) e saponinas em pequenas quantidades (PECKOLT,
1868). O conteudo total de taninos condensados (procianidinas B1, B2, B3, B4, A2, e
C1) foi descrito em alguns estudos (MELLO et al., 2010; YAMAGUTI-SASAKI et al.,
2007; HAMERSKI et al., 2013).

As sementes de guarana geralmente contém acilglicerois e cianolipideos, que
sdo lipideos de plantas restritos a algumas familias como a Sapindaceae,

Hippocastanacaeae e Boraginaceae (HAMERSKI et al., 2013).
3.6.3 Atividades biolégicas

Durante séculos o guarana tem sido utilizado pelos indios da Regido Amazonica
como estimulante, antidiarreico, diurético e no tratamento de dores em geral (GALVAO
et al., 2002; MENDES; CARLINI, 2007; MENDES, 2011). O guarana é bastante
admirado por suas propriedades energéticas e, quando foi introduzido no mercado,
seu uso como planta medicinal era relacionado a suas propriedades de estimulante
fisico, mental e promocé&o da perda de peso. Com o passar dos anos seu uso foi
relacionado a diversas outras atividades e efeitos em desordens fisiologicas como
afrodisiaco, tbnico para os rins, musculos, coracdo, para controle do colesterol,
regulacdo do apetite, para tratar dores de cabeca, leucorreia, neuralgias,
aterosclerose, cdlicas menstruais, etc (CARLSON; THOMPSON,1997; SMITH;
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ATROCH,2007). Sua utilizacdo perdura até os dias atuais, pois o extrato das
sementes do guarand apresenta baixa toxicidade e diferentes atividades
farmacoldgicas (VERMAAK et al., 2011; MELLO et al., 2010, OLIVEIRA et al., 2010).

Baseado no uso tradicional, em 1817, pesquisadores de Paris foram quem
primeiro descobriram as propriedades medicinais do guarana como ténico estomacal,
afrodisiaco e antipirético, bem como para o tratamento de diarreias e disenterias
(CADET DE GASSICOURT, 1817; SCHIMPL et al., 2013). Mais tarde foram
elucidadas as atividades farmacoldgicas das metilxantinas como estimulantes do
sistema nervoso central. No bulbo, essas substancias estimulam o centro respiratorio
e produzem efeito relaxante na musculatura lisa dos brdénquios e bronquiolos.
Estimulam também o sistema cardiovascular, aumentando o batimento cardiaco e o
fluxo sanguineo. Os mecanismos de acdo das xantinas incluem: aumento da
adenosina monofosfato ciclico (AMPc) intracelular, inibicdo de fosfodiesterases e
efeitos diretos na concentracao intracelular de calcio (MIRANDA; METZNER, 2010;
KUSKOSKI et al., 2005).

A tedfilina e a teobromina tém efeito imunomodulador, anti-inflamatorio, e acédo
broncoprotetora retardando o processo de envelhecimento impedindo a deposicao de
colesterol nas artérias e facilitando o aporte sanguineo em todo o organismo. Em
geral, os taninos, em especial o catecol, conferem propriedades adstringentes Uteis
em estados diarreicos. Foi demonstrado também atividades dos extratos aquosos de
guarana por via oral e parenteral inibindo a agregacdo plaquetaria e reduzindo a
sintese de tromboxano, tanto in vitro quanto in vivo (BYDLOWSKI et al., 1987).

O extrato de sementes do guarana possui atividade antioxidante por inibir o
processo de peroxidacao lipidica (BASILE et al., 2005; MATTEI et al., 1998). Além
disso, Bittencourt e colaboradores (2013) relataram que o guarana possui efeito
antioxidante sobre o 6xido nitrico (NO) em situacdes de altos niveis celulares de NO.
A propriedade antioxidante do guarana é atribuida a presenca de taninos em seus
extratos atuando principalmente na captura de radicais livres e prevenindo doencgas
coronarianas e canceres (HAMERSKI et al., 2013).

A atividade antimicrobiana foi demonstrada com o uso do extrato alcodlico do
guarana, que mostrou atividade contra fungos Aspergillus niger, Trichoderma viride e
Penicillium cyclopium, e acontra as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas
fluorescens, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Proteus
vulgaris, e Streptococcus mutans (MAJHENIC, 2007; YAMAGUTI-SASAKI, 2007;



44

BASILE, 2005). Devido a sua propriedade antimicrobiana e antioxidante, P. cupana é
usada como aditivo natural em produtos cosméticos como xampu, sabonetes, lo¢des,
etc (MAJHENIC et al., 2007).

Os extratos de guarana também apresentam acdes estimulantes no sistema
nervoso central (SNC) como antidepressivo, ansiolitico e contra perdas de memoria.
O efeito antidepressivo depois de um longo periodo de tratamento pode ser
comparado com o da imipramina, um antidepressivo triciclico, resultando em um efeito
benéfico na cognicdo sem alteracbes de atividade motora (SCHOLEY; HASKELL,
2008; OTOBONE et al., 2007; RONCON et al., 2011).

P. cupana tem sido investigada por apresentar atividades quimioprofilaticas na
carcinogénese e antigenotoxica in vivo (FUKUMASU et al., 2008; OLIVEIRA et al.,
2005, 2010; LEITE et al., 2011). Além disso, foi observada uma protecédo contra lesées
gastricas induzidas pelo alcool e indometacina in vivo (CAMPOS et al., 2003). Campos
e colaboradores (2011) demonstraram que o guarana também apresenta atividades
contra fadiga em pacientes com cancer de mama em tratamento com quimioterapicos
sistémicos.

Dentre os efeitos adversos da Paullinia cupana encontram-se: insénia,
nervosismo, ansiedade, palpitacdo, nauseas, vOmitos, cefaleia e espasmos
abdominais (DUKE, 1992).

A cafeina tem sido o principal foco dos estudos com o guarana devido a seu
elevado contetdo presente nas sementes. Além da cafeina, os taninos condensados
também fazem parte da composicao das sementes do guarana, porém em menor
quantidade (MACHADO et al., 2018). Por este motivo, 0s estudos acerca dos taninos
das sementes do guarand sdo escassos, havendo a necessidade de evidéncias
cientificas que comprovem suas atividades biologicas. Diante deste fato sdo de
relevante importancia estudos adicionais sobre os aspectos de caracterizacéo,
isolamento e descoberta das atividades bioldgicas da planta de modo a aumentar a
produtividade e qualidade do produto final bem como seu consumo (WOODS, 2012;
MACHADO et al., 2018).

3.7 Trichilia catigua

3.7.1 Caracteristicas gerais
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Trichilia catigua A. Juss € uma planta pertencente a familia Meliaceae
popularmente conhecida como catuaba, catuaba amarelo, catuaba vermelho, angelim
rosa, pombeiro ou veludo (Figura 9). A catuaba € uma arvore de grande importancia
ecologica, uma vez gue seus frutos sdo avidamente consumidos por varias espécies
de aves (LAGOS et al., 2007).

E uma arvore de porte baixo variando entre 3 a 8m de altura, suas hastes séo
ramificadas, densamente cobertas com uma casca fina e lisa. As plantas florescem
principalmente entres 0os meses de janeiro a maio, porém ha registros de florescéncia
nos meses de julho a dezembro. Sua inflorescéncia predomina na cor amarela. E uma
espécie decidua possuindo flores unissexuais encontradas principalmente na regiao
axial ou agregadas em um broto racemoso axial. As folhas s&o pinadas com os ultimos
pares de foliolos orientados para simular um foliolo terminal de 6 a 12 cm. A producéao
de frutos (Figura 9) acontece cerca de dois meses apos florescerem. Sua madeira é
flexivel, de textura fina, macia ao corte e muito resistente ao ataque de organismos
xilofagos (NAYAK et al., 2013).

T. catigua € uma planta seletiva higrofita e ocorre preferencialmente em solos
umidos de planicies aluviais e inicio de encostas. Predomina em regiées de floresta
ombrofila (Amazonia), floresta ciliar (Cerrado), Caatinga e Mata Atlantica (SLAVIEIRO
et al., 2014). Sdo de ampla distribuicdo na regido da América Central e América do
Sul podendo ser encontrada em paises como Brasil, Argentina, Paraguai e Bolivia. No
Brasil predomina nos estados entre Minas Gerais e Rio Grande do Sul (CORREA
JUNIOR ; MING, 2001).



Figura 9 - Folhas, frutos e cascas de Trichilia catigua A. Juss.

Fonte: LONGHINI et al. (2017). Acima aparecem o hébito com as folhas, flores e sementes de T.
catigua, e, abaixo a visdo macroscépica das cascas de T. catigua.
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3.7.2 Composicao quimica

Estudos fitoquimicos revelaram a presenca de constituintes quimicos presentes
na catuaba com diversas atividades farmacolégicas. Dois dos principais constituintes
sao taninos condensados isolados da casca do caule, as epicatequinas, denominadas
de catiguanina A e catiguanina B (TANG et al., 2007). Além dessas, outros taninos
condensados também tém sido isolados da casca da catuaba como as cinchonaina
IA (1), cinchonaina IB (2), cinchonaina IC (3) e cinchonaina ID (4) (Figura 10),
cinchonaina 1lA, 1IB, IIC e apocinina E, também chamadas de flavolignanas
(BELTRAME et al.,, 2006). Catequinas e procianidinas B2, B4 e C1 também séo
substancias encontradas no extrato acetona:dgua das cascas de T. catigua
(RESENDE et al., 2011).

Figura 10 - Estruturas quimicas das cinchonainas encontradas nas cascas de T.
catigua. (1) cinchonaina IA, (2) cinchonaina 1B, (3) cinchonaina IC, (4)

cinchonaina ID.
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Fonte: Do autor (2017).
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Alguns constituintes de extratos de Trichilia catigua identificados sdo os 6mega-
fenil alcanos, acidos 6mega-fenil alcandicos, 6mega-fenil-gamal lactonas, alquil-gama
lactonas, alcenil-gama lactonas, sesquiterpenos, acidos graxos que variam entre C-
14 a C-26, p - sitosterol, estigmasterol, campesterol e taninos (LAGOS et al., 2007,
PIZZOLATI et al., 2002; LONGHINI et al., 2017).

3.7.3 Atividades biolédgicas

A catuaba é uma planta empregada empiricamente na medicina tradicional como
afrodisiaco e neuroestimulante (KAMDEM et al., 2012). Varios estudos abordaram a
existéncia de atividades farmacoldgicas como efeitos antidepressivos, anti-
inflamatorios, antioxidante, antimicrobianos. Além disso, a seguranca de efeitos nao
toxicos dos extratos ja foi previamente demonstrada em testes com voluntarios
humanos (OLIVEIRA et al., 2005).

Varios processos patologicos em que Trichilia catigua tem efeitos benéficos
estdo associados a producéo exacerbada de espécies reativas de oxigénio, causando
alteracbes no metabolismo energético através de alteracbes oxidativas em
componentes chaves presentes na mitocondria (VENKATESH et al.,, 2009). A
atividade antioxidante da catuaba tem sido relacionada a presenca de compostos
guimicos presentes na planta como os flavonoides, taninos e fenilpropanoides (TANG
et al., 2007; KAMDEM et al., 2012).

Estudos sobre a a¢do antinociceptiva do extrato hidroalcodlico das cascas de
catuaba revelaram bons resultados in vivo, porém neste mesmo trabalho foi
observado que mediadores proé-inflamatérios como IL-1B, TNF-a e Prostaglandina E
nao apresentavam alteracdes indicando que este extrato ndo possui acdo anti-
inflamatoria (VIANA et al., 2011). Ja Barbosa et al. (2004) analisaram a acéo anti-
inflamatoria do extrato hidroalcodlico das cascas de catuaba sugerindo a utilizacéo da
planta para estudos futuros com a finalidade da descoberta de uma nova classe de
agentes anti-inflamatorios.

A atividade antimicrobiana foi observada com a fracao acetato de etila do extrato
hidroalcodlico das cascas de catuaba que inibiu bactérias Gram-positivas como
Bacillus cereus e Staphylococcus aureus. Houve também inibicdo do crescimento de
bactérias Gram-negativas (PIZZOLATI et al., 2002). Segundo estes pesquisadores,

flavolignanas, cinchonainas la e Ib isoladas desses extratos sdo responsaveis pela
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inibicdo das bactérias Gram-positivas, porém o mecanismo de acao deve ser melhor
estabelecido (PIZZOLATI et al., 2002). Goncalves et al. (2014) também demonstraram
atividade antibacteriana do extrato bruto de catuaba contra Staphylococcus aureus.
Poucos estudos foram descritos relacionando a atividade antibacteriana dos extratos
de catuaba havendo a necessidade de elucidar esta acdo em bactérias sensiveis e,
em especial, nas bactérias resistentes aos antibioticos disponiveis no mercado
(LONGHINI et al., 2017).

A atividade antidepressiva dos extratos de Trichilia catigua foi demonstrada por
Campos et al (2005) in vivo. Quando comparado com a droga padrao (fluoxetina), o
extrato hidroalcodlico das cascas demonstrou melhor evidéncia farmacoldgica e
bioguimica através de mecanismos primariamente envolvidos na ativacdo da via
dopaminérgica (CAMPOS et al., 2004; VIANA et al., 2011).

No geral, as moléculas presentes em extratos de plantas, em especial os taninos
condensados possuem atividades fisiolégicas e farmacologicas como algumas
previamente mencionadas (antioxidante, anti-inflamatoria, antibacteriana, imuno
estimulante, anticancer, antialérgicas, vasodilatadora, etc). Ha evidéncias de que os
taninos condensados tém a capacidade de inibir enzimas como, por exemplo, algumas
tirosinas quinases e a topoisomerase |l (BABY et al., 2007; NATH et al., 2017). Este
fato permite avaliacbes mais precisas de possiveis mecanismos de acao de muitos

extratos de plantas e taninos isolados contra a acao dos tumores (NATH et al., 2017).

3.8 Taninos

Os compostos bioativos naturais de uma planta sdo classificados como:
metabdlitos primarios, ligados ao desenvolvimento e crescimento vegetal, e o0s
metabdlitos secundarios que geralmente se associam com a atracdo de
dispersores/polinizadores, a protecado e a competicdo planta-planta (TAIZ ; ZEIGER,
2009). Portanto, os metabdlitos secundarios representam uma classe de moléculas
com importante papel na adaptacdo dos organismos vivos as condigbes do meio
ambiente em que vivem (FRANCA, 2017).

Véarios desses metabdlitos secundarios tém sido explorados quanto as suas
atividades biolégicas, seus efeitos farmacoldgicos e a seguranca de sua utilizacdo. Os
taninos representam uma desses grupos de moléculas, constituindo a classe dos

polifendis, importante classe de metabdlitos secundéarios dos vegetais (MELLO™;
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SANTOS, 2017). Originalmente, os taninos sao divididos em dois grandes grupos de
acordo com sua estrutura quimica, os taninos hidrolisaveis e taninos condensados, e,
esses dois grupos sao encontradas em quase a totalidade de partes das plantas como
no caule, nas raizes, nas folhas, frutos, sementes, cascas etc (OKUDA; ITO, 2011).

Os taninos hidrolisaveis diferenciam-se dos taninos condensados por possuirem
um poliol central, geralmente B-D-glicose, nas quais as hidroxilas encontram-se
esterificadas com o acido galico (Figura 11). Além disso, os taninos hidrolisaveis
podem apresentar duas classes: galotaninos e elagitaninos. Ja o0s taninos
condensados, que também podem ser chamados de proantocianidinas por
produzirem pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas, correspondem a
polimeros e oligbmeros formados pela condensacdo de duas ou mais unidades de
flavan-3-ol e flavan-3,4-diol (Lipinska et al., 2014; Berry et al., 2016; De Jesus et al.,
2012). Unidades de favan-3-ol, podem apresentar diferencas no padrdo de
hidroxilagdo dos anéis A e B, e podem diferir também na estereoquimica do carbono
3 (C-3), porém as modificacdes mais comuns representam os diasteroisémeros (+)-
catequina (C) (1) / (-)-epicatequina (EC) (2) e (-)-galocatequina (GC) (3) / (-)-
epigalocatequina (EGC) (4) (Figura 12).

Figura 11 - B-1,2,3,4,6-pentagaloil-D-glicose. Padrdo maximo de substituicdo de

taninos hidrolisaveis e precursor dos galotaninos e elagitaninos.
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Fonte: Do autor (2017).
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Em geral, as plantas que contém grandes quantidades de taninos séo utilizadas
na medicina tradicional para tratamento de varias doencas como, hemorragias,
feridas, cancer, diarreia, infeccées bacterianas, doencas inflamatdrias, dentre varias
outras utilizacbes (SERRANO et al., 2009). Diz-se que essas propriedades
farmacoldgicas dos taninos séo atribuidas ao menos a trés caracteristicas principais,
a saber: (1) a ligagdo com ions metalicos, (2) a atividade antioxidante e o sequestro
de radicais livres e, (3) a forte interacdo com proteinas e polissacarideos (MELLO;
SANTOS, 2017).

Figura 12 - Exemplos de Flavan-3-ol. (1): (+)-catequina (C); (2): (-)-epicatequina
(EC); (3): (-)-galocatequina (GC); (4): (-)-epigalocatequina (EGC).
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Fonte: Do autor (2017).

Relacionando a interacdo dos taninos as proteinas, estes pode formar
complexos de forma reversivel através de pontes de hidrogénio, ou de forma
irreversivel por meio de ligacdes covalentes. Acredita-se que as pontes de hidrogénio
sao formadas entre as hidroxilas fendlicas dos taninos e as por¢des carbonila das
ligagbes peptidicas protéicas. Enstretanto, as ligacdes covalentes podem ocorrer
entre os anéis arométicos dos taninos com as cadeias laterais dos aminoacidos
protéicos (alifaticas ou aromaticas) (LUCK et al., 1994). Essa propriedade de

complexacdo com proteinas compreende peca chave para o desempenho de varias
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atividades biolégicas, uma vez que essa complexacdo confere aos taninos a
capacidade de inibicdo enzimatica, a qual representa 0 mecanismo de acdo de muitos
farmacos disponiveis na clinica para tratar doencas distintas (BLAINSKI, 2010).

O flavan-3-ol epigalocatequina-3-galato (EGCG) é um éster de epigalocatequina
com acido galico, e, é bastante conhecido na literatura devido a suas diversas
atividades biolégicas além de ser frequentemente encontrado como o mais abundante
polifenol presente no ch& verde [Camellia sinensis L. Ktze. (Theaceae)] (Figura 13).
Estudos acerca das propriedades do EGCG apontaram uma seérie de efeitos
farmacoldgicos que incluem principalmente o potencial anticancer, anti-inflamatario,
antioxidante, etc. Dessa forma, EGCG é alvo de diversos de estudos relacionados as
mais diversas doencas e aos beneficios associados a essa substancia, como mostra
a figura 14 (STONER; MUKHTAR, 1995; NAGLEA et al., 2006; ZHAO et al., 2012;
LANDIS-PIWOWAR et al., 2013; CHU et al., 2017).

Figura 13 - Estrutura quimica da EGCG.
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Figura 14 - Principais doencas combatidas pela EGCG e alguns beneficios

associados as suas propriedades farmacologicas.
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Além de EGCG, outros taninos condensados como procianidinas diméricas e
epicatequinas presentes em folhas e cascas de Hamamelis virginiana L. e nas raizes
de Krameria triandra, respectivamente, sao responsaveis também por certas
atividades biolégicas ja conhecidas. Os extratos das cascas e folhas de Hamamelis
virginiana L. apresentam atividade antineoplasica em linhagem humana de cancer de
colon. Ja os extratos das raizes de Krameria triandra possuem efeito adstringente
devido ao conteddo de taninos condensados. Os extratos desta planta sdo usados
para obtencédo de tinturas que servem para tratamento de infeccées orofaringeas e
para tratamento de hemorroidas (SANCHEZ-TENA et al., 2012; MELLO; SANTOS,
2017).

Assim como nessas plantas descritas, 0s taninos sdo encontrados em varias
outras espécies desempenhando atividades biolégicas semelhantes, como foi
observado por Carvalho e colaboradores (2016), onde foram evidenciadas as
atividades antineoplasica, antibacteriana e imunomoduladora da fracdo acetato de
etila das sementes de Paullinica cupana. Outra planta, amplamente conhecida como
catuaba, também apresentou quantidades de taninos em sua fracdo acetato de etila

das cascas de Trichilia catigua, os quais mostraram efeitos significativos no sistema
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nervoso central de ratos tradados com esta fracdo, aumentando o desempenho
cognitivo (CHASSOT et al., 2011).

Recentemente, o estudo de Blainski et al (2017) demonstrou a presenca de
taninos como acido gélico, epigalocatequina e galocatequina representando os
componentes majoritarios da fracdo acetato de etila de rizomas de Limonium
brasiliense. No estudo, a fracdo apresentou atividade antibacteriana frente as
bactérias multi-resistentes Enterococcus faecium resistente & vancomicina e
Staphylococcus aureus resistente a meticilina indicando a ligacdo dos taninos a esta
atividade biolégica (BLAINSKI et al., 2017).

Conforme foi abordado, os taninos, em especial os taninos condensados,
apresentam varias atividades biolédgicas ja idenditicadas em diversas plantas. Porém,
estudos acerca das atividades biolégicas das moléculas isoladas desses extratos e
fracbes, ainda compreendem um desafio devido ao seu dificil processo de
caracterizacdo e isolamento (SAITO, 2017). Entretanto, uma vez isolados e
caracterizados, estes taninos, podem representar moléculas promissoras para o
tratamento de varios tipos de doencgas, tornando a pesquisa de taninos uma fonte de
beneficios a sociedade (CHACKO et al., 2010).

4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Este estudo tem carater exploratdrio e translacional, desenvolvido através de
colaboragBes com pesquisadores de Recife-PE e Maringa-PR conforme apresentado

no fluxograma a seguir (Figura 15).
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Figura 15 — Desenho do estudo e colaboragfes para desenvolvimento do estudo.
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Fonte: Do Autor (2017).

4.2 Local e periodo do estudo

O trabalho foi desenvolvido na Universidade Federal de Pernambuco, no
Laboratério de Imunomodulacdo e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT) do
Nucleo de Pesquisas em Inovagcdo Terapéutica — Suely Galdino (NUPIT-SG) e no
Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), com inicio em mar¢o de 2014 e

término em dezembro de 2017.

4.3 Aspectos éticos

A experimentacdo com humanos foi iniciada apds aprovacdo pelo Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos — Centro de Ciéncias da Saude da
UFPE (CCS - UFPE) sob namero de parecer 1.285.288, (Anexo 1).

Os procedimentos com animais também foram iniciados apos aprovacao pelo Comité

de Etica Animal — Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
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Pernambuco (CCB-UFPE) sob nimero de processo 23076.041556/2015-62, (Anexo
2).

4.4 Obtencao das amostras das plantas em estudo

As amostras das plantas foram obtidas através de colaboragdo com a
Universidade Estadual de Maringa (UEM) na pessoa do Prof. Dr. Jodo Carlos Palazzo
de Melo, responsavel-chefe do laboratério PALAFITO — UEM e chefe do departamento
de farmacia da UEM. Inicialmente foram enviados ao LINAT o extrato bruto (EB) e a
fracdo acetato de etila (FAE) de sementes de P. cupana (Figura 16). Além do EB e da
FAE, também foi enviada a fracdo aquosa (FAQ) das cascas do caule de T. catigua
(Figura 17) e dos rizomas de L. brasiliense (Figura 18).

Posteriormente, a substancia cinchonaina IB (Godinho et al., 2017) isolada da
FAE de T. catigua também foi entregue ao LINAT para andlise neste estudo (Figura
17). Subsequentemente, foram enviadas ao LINAT onze sub-fracées provenientes da
fracdo acetato de etila de L. brasiliense homeadas por ordem alfabética: A, B, C, D,
E, F, G, H, |, J, K. Em seguida, trés substancias isoladas da FAE de L. brasiliense no
estudo de CALEARE et al. (2017) também foram enviadas para avaliacdo de suas
atividades biologicas, a saber: Epigalocatequina-3-O-galato (EGCG), Samarangenina
A (SamA) e Samarangenina B (SamB) (Figura 18).

O periodo de coleta das plantas bem como sua localizacdo geogréfica e o
processo de obtencdo do extrato e fragdes foram previamente descritos na literatura
(BLAINSKI et al., 2017; MARQUES et al., 2016; GODINHO et al., 2017).

Figura 16 - Amostras provenientes das sementes de Paullinia cupana.
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Figura 17 - Extrato, fracbes e tanino condensado isolado de cascas do caule de

Trichilia catigua.
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Fonte: Do autor (2017).

Figura 18 - Amostras de rizomas de Limonium brasiliense analisadas neste estudo.
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4.5 Avaliacdo da citotoxicidade em células ndo transformadas

Para avliacdo da citotoxicidade em células ndo transformadas foram utilizados
esplendcitos de camundongos Balb/c, células mononucleadas do sangue periférico
(PBMCs, do Inglés Peripheral Blood Mononuclear Cells) e células epiteliais de rim de
macaco, Vero (ATCC® CCL-81™). Os procedimentos realizados com estas células
estao descritos a seguir.
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45.1 Procedimento com Animais

Os animais utilizados (Total n=20) foram provenientes do biotério do LIKA. Todos
0s animais utilizados foram camundongos do tipo BALB/c, fémeas, com 45 dias de
idade.

4.5.2 Obtencéo de Esplendcitos

Os animais foram sacrificados em camara de CO2 estando de acordo com a
Resolugdo n.1000/2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV). Os
camundongos tiveram seus bacos retirados e transferidos para placa de Petri
contendo Meio RPMI 1640 (Gibco). O baco de cada animal foi levado a cabine de
fluxo para desagregacdo de células. Os esplenécitos em suspensdo foram
recuperados, filtrados em Cell Strainer 40um (BD Bioscience) e centrifugados a 300
G por 10 minutos, com aceleracao 6, freio 4. Caso necessario, o precipitado de células
foi tratado com a solucédo Red Blood Cells (RBC) lysis Buffer 1x (eBioscience) para
lisar as células vermelhas presentes nas amostras. Os esplendcitos foram contatos
em Camera de Neubauer e a viabilidade celular determinada pelo método de exclusédo

com de azul de tripan.

4. 5.3 Ensaio de Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi determinado pelo método do MTT. O método do
MTT é uma analise colorimétrica baseada na conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-
2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, por enzimas
mitocondriais presentes apenas em células metabolicamente ativas. O teste de
citotoxicidade dos exratos brutos, e das fragcdes acetato de etila e aquosa, foi realizado
in vitro em esplendécitos de camundongos Balb/c. Para tal estudo, foram realizados os
experimentos em placas de 96 pocos com concentracdo final de 1x10° células/poco.
Diferentes doses do extrato, fracOes e sub-fracdes foram adicionadas em triplicata.
Para o extrato e fracGes foram utilizadas as doses de 10, 50, 100 e 200 pg/mL e para

as sub-fragbes, as doses de 0,1, 1, 10 e 100 ug/mL. Apés 48 horas em estufa a 5%
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de CO2 e a37°C, foi adicionada a solu¢cdo de MTT (0,5 mg/mL), e novamente incubado
por 3 horas na estufa. Em seguida, foi adicionada a solu¢do de Dodecil sulfato de
sédio (SDS) a 20%. A absorbancia foi determinada em espectrofotbmetro de placa a
570 nm, apos 24 horas. O céalculo da viabilidade celular foi elaborado de acordo com

a formula (1):

[MC-MB (Extrato)x 100] (1)
MC—MB (DMSO ou RPMI) !

onde MC é a média dos trés pocos de célula, MB é a média dos trés poc¢os do branco.
DMSO 0,1% ou RPMI representam os dois veiculos utilizados para a diluicdo dos

extratos e fracdes, portanto considerados controles negativos.
4.5.4 Obtencao de células mononucleares do sangue periférico (PBMC).

Apoés aplicacdo e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Anexo 1) foram coletadas amostras de sangue periférico de individuos
saudaveis (n=3). Foram excluidos voluntarios que faziam utilizacdo de medicamentos
imunomoduladores e que apresentaram doencas de base de cunho inflamatério.
Foram excluidos também individuos que apresentaram algum sintoma agudo de
doenca, que tenha ingerido alcool nas ultimas 48 horas e que possuiam historico de
tabagismo.

Apés a coleta de sangue, as PBMCs contidas em tubos com heparina foram
isoladas por centrifugacédo com Ficoll Paque TM Plus (GE Healthcare Bio-Sciences) e

recuperadas para ensaio de citotoxicidade com os extratos e fracdes das plantas.
4.5.5 Ensaio de citotoxicidade em PBMCs e Vero

O teste de citotoxicidade do extrato, fragdes e sub-fragcbes foi realizado in vitro
nas PBMCs dos voluntarios saudaveis pertencentes ao grupo controle. Os testes
foram realizados em triplicata. O método utilizado foi o método do MTT descrito
anteriormente conforme realizado para o teste de citotoxicidade em esplenécitos de
camundongos (Item 5.5.3). Porém, a quantidade de PBMCs utilizadas por poco foi de

5,5x10° células/poco. As células de doadores sadios foram usadas apenas quando
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apresentaram viabilidade igual ou superior a 98%. As doses utilizadas do extrato e
fracOes foram de 10, 50, 100 e 200 ug/mL e, as doses utilizadas das sub-fracdes foram
0,1, 1, 10 e 100 pg/mL.

A avaliacéo da citotoxicidade das substancias isoladas da FAE de rizomas de L.
brasiliense e da FAE de T.catigua foi realizada com linhagem celular epitelial ndo
transformada de rim de macaco (Cercopithecus aethiops) denominada Vero (ATCC®
CCL-81™) nas mesmas concentracdes das sub-fragdes (0,1 a 100 ug/mL) e pelo

mesmo método anteriormente descrito.

4.6 Atividade imunomoduladora

5.6.1 Cultura de Células

Os esplendcitos foram cultivados em placas de 24 pogos (2x10° por pogo) em
Meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com soro bovino fetal 10% (Gibco), HEPES
10mM (Gibco) e penicilina e estreptomicina 200 U/mL (Gibco). As células foram
estimuladas com ConA na concentracdo de 100 ng/mL. Foram utilizados, ainda como
controle, um pogo apenas com ceélulas e outro com Metilpredinisolona (MP) na
concentracdo de 100 uM. Os pocos foram tradados com extratos, fracdes e sub-
fracbes de acordo com os resultados obtidos do teste de citotoxicidade sendo

incubados em doses que variaram de 0,1 a 100 ug/mL em estufa a 37°C e 5% CO..

4.6.2 Determinacao de Citocinas

Apos as 48 horas do inicio do cultivo, o sobrenadante de cada poco foi recolhido
e colocado em microtubos para a dosagem das citocinas com kits ELISA sanduiche,
do Inglés Immuno Sorbent Enzyme Linked Assay, para camundongo seguindo as
informagdes recomendadas pelos fabricantes. Foram determinados valores para IFN-
v, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-17A e IL-22.

Os limites inferiores de deteccao de kits de ELISA foram de 7,81 pg/mL para IL-
6 (BD Biosciences), IL-10 (BD Biosciences), IL-17A (eBiosciences), IL-22
(eBiosciences) e IL-18, e 4,68 pg/mL para IFN-y (BD Biosciences).
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4.7  Atividade antineoplasica
4.7.1 Manutencgédo das ceélulas neoplasicas

O estudo da atividade antineoplasica foi realizado com linhagens tumorais
humanas adquiridas no BCRJ (Banco de células do Rio de Janeiro). As linhagens de

estudo estédo descritas no quadro 1.

Quadro 1 - Linhagens neoplasicas utilizadas na avaliacao antineoplasica das plantas

medicinais estudadas.

Concentracéo

Linhagem Caracteristicas de células no
poco
HEP-G2 Hepatocarf:lqoma bem diferenciado, néao 1%10°

tumorigénica em camundongos
T47D Adenocarcinoma mamario 2x10*
MCE-7 Adenocarcinoma mamario com metastase 1x10°
pleural

SK-MEL 28 Melanoma maligno 1x10%
PANC-1 Carcinoma epitelidide de pancreas 1x10%
HL-60 Leucemia Promielocitica Humana 4x10*
K562 Leucemia Mieloide Cronica 5x10°
MOLT-4 Leucemia Linfoblastica Aguda 3x10*
TOLEDO Linfoma Nao-Hodgkin de Células B 1x10%

Fonte: Do Autor (2017).

As linhagens foram cultivadas em garrafa de cultura de células em meio RPMI
1640 ou DEMEM suplementados com L-Glutamina, 10% de Soro Bovino Fetal, 10 mM
de HEPES e 200 U/mL de Penicilina/Estreptomicina em estufa de CO25 % a 37°C.

4.7.2 Ensaio de citotoxicidade em células tumorais
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As células foram plaqueadas na concentracéo indicada no quadro 1, de acordo
com o dubbling time de cada linhagem (NCI60) em placas de 96 pocos contendo um
volume de 100 pL. Foram utilizadas as mesmas condicbes dos extratos para o0s
controles sadios e as células tumorais, como descritos no item 5.6.3. Apds 72 horas
em estufa a 5% de CO2 a 37°C, foi adicionado 20 uL da solug¢éo de MTT (0,5 mg/mL),
e incubado por 3 horas na estufa. Em seguida, foi adicionado a solu¢éo de SDS a 20%
para dissolucdo do precipitado. A absorbancia foi lida em espectrofotémetro de placa

a 570nm, apoés 24 horas.

4.7.3 Determinacao de IC50 e indice de seletividade

Com os resultados obtidos da citotoxicidade pelo método do MTT, foi calculado
0 IC50 (OringPro8 Software) que representa a concentracao capaz de inibir 50% da
proliferacdo celular e o indice de seletividade (IS) que indica se o extrato estudado é
seletivo para a linhagem neoplasica ou para a linhagem normal (BEZIVIN et al, 2003).
Assim, o IS corresponde a divisdo entre o valor da IC50 de cada extrato, fracao, sub-
fracdo e substancias isoladas na linhagem de células normais (PBMC) e o valor da
IC50 de cada extrato nas linhagens de células neoplasicas. (1IS=IC50 PBMC / IC50
células neoplasicas).

Foram considerados seletivos os extratos e fragdes com 1S=3, ou seja, este valor
significa que o composto é trés vezes mais seletivo para a linhagem de células

neoplasicas do que para as células normais (BEZIVIN et al, 2003).

4.7.4 Avaliacdo do tipo de morte celular

As sub-fracdes (F, G, H e K) e substancia isolada (Sam A) que conseguiram
matar as células tumorais em baixas concentracdes (IC50 até 40 pg/mL) foram
utilizadas nesta etapa do estudo. Para tanto, cada linhagem tumoral foi plaqueada em
placas de 6 pocos em quantidades de acordo com o doubling time de cada célula.
Apds o plaqueamento as células foram mantidas por 24h em estufa de CO2 (5%) a
37°C antes da introducéo das sub-fracfes e substancia isolada. Apos este periodo,
as células receberam tratamento com os os materiais de estudo nas concentracdes
de 10 e 50 pg/mL e mantidas em estufa de CO2 5% a 37°C por 48 h.
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A porcentagem de células neoplasicas que entraram em apoptose e necrose
apos exposicdo as sub-fracdes e a substancia isolada foi identificada por citometria
de fluxo, apés marcacédo com lodeto de propidio (Pl — Propidium iodide) (eBioscience)
e, adicionalmente com Annexin V-eFluor 450 (eBioscience). Os resultados foram

analisados pelo do software FlowJo V10.

4.7.5 Ensaio de migragao celular

Para cada experimento as células foram plaqueadas em placas de 24 pocos
numa densidade de 1x10° por poco, e incubadas em estufa com 5% de CO2 a 37°C
por 24 horas. Ap0s esse periodo foi realizado um risco com o auxilio de uma ponteira
(1000 pL), para retirar as células dando origem a um espaco em branco (ferida) ao
centro de cada poco. As sub-fracBes C, D e F testadas em diferentes concentracées
baseadas em seus IC50 (76,81, 45,54 e 58,65 ug/mL, respectivamente), entraram em
contato com esta cultura e a capacidade de inibicdo da migracéo (cicatrizacdo da
ferida) foi avaliada com o auxilio de um microscépio acoplado a um sistema de captura
de imagens. Foram feitas fotografias dos pog¢os nos tempos 0, 6, 12 e 24 horas com
subsequente andlise dos resultados em relacdo ao controle ndo tratado (DMSO),
realizada com auxilio do programa ImageJ. DMSO na concentracdo de 0,1% foi

utilizado como controle negativo.

4.7.6 Ensaio Clonogénico

Foram plaqueadas 3x10* células, em duplicata, em placa de 6 pocos e apds o
tratamento com as sub-fracdes C, D e F por 24 e 48h, as células foram desagregadas,
contadas, e, 300 células foram plaqueadas em placas de 6 po¢os sendo mantidas em
cultura até o surgimento de clones. Aproximadamente 13 a 15 dias ap0s 0 surgimento
dos clones, as células foram lavadas com PBS 1x, fixadas com formaldeido 7%,
lavadas novamente com PBS 1x, coradas com cristal violeta 0,1%. Por fim foram
novamente lavadas com PBS 1x e mantidas a temperatura ambiente por 24 horas.
Em seguida, foi realizada a contagem manual dos clones por dois observadores e a

analise estatistica dos resultados obtidos foi realizada através da média da contagem
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entre os dois observadores.

4.8 Atividade antibacteriana

4.8.1 Isolados bacterianos

Isolados clinicos de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
(LMB) e Staphylococcus epidermidis foram obtidos do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE) e conservados no Laboratério de
Microbiologia e Imunologia do Centro Académico de Vitdria da Universidade Federal
de Pernambuco (CAV-UFPE). Essas cepas foram previamente identificadas como
MRSA e Staphylococcus epidermidis de acordo com o Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI, 2014). Cepas de referéncia foram obtidas da American Type
Culture Collection (ATCC), como por exemplo MRSA ATCC 33591, Staphylococcus
aureus sensivel a meticilina ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 29922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 29665 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

4.8.2 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (MIC) e da Concentracdo
Bactericida Minima (MBC)

A atividade antibacteriana de extratos, fracfes e sub-fracdes foi avaliada pelo
método de microdiluicdo de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute
guidelines (CLSI, 2014). Inicialmente, foi adicionado Mueller-Hinton (MHC) em placas
de microdiluicdo de 96 pocos, cada extrato, fracao e sub-fracao foi dissolvido em 0,5%
de DMSO e diluido para obter uma faixa de concentracdo de 0,5 a 250 pg/mL.
Posteriormente, as suspensdes bacterianas foram ajustadas quanto a turbidez no 0,5
da escala de McFarland e diluidas para atingir uma concentracéo final de 10° CFU/mL
em cada pogo. As placas foram entédo incubadas a 35 + 2°C por 24 h. A atividade
antibacteriana foi detectada pela adicdo de 20 pL de solugdo aquosa de 0,5% de
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC, Vetec). A Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)
foi definida como a menor concentragcdo dos extratos que inibiu visualmente o
crescimento bacteriano como indicado pelo marcador TTC (células mortas ndo foram
marcadas pelo TTC) (TODARO et al., 2013). A Concentracdo Bactericida Minima
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(CBM) foi determinada pelo subcultivo das amostras de cada po¢co com concentracdes
abaixo da CIM em novas placas de 4gar Mueller-Hinton (MHA). A CBM foi considerada
a menor concentracdo dos extratos associada a auséncia de crescimento bacteriano.
DMSO (0,5%) foi usado na mesma concentracdo do experimento para avaliar
possiveis efeitos deste solvente no crescimento bacteriano. Todos os experimentos

foram realizados em triplicata.

49 Andlise estatistica

A andlise estatistica para a atividade imunomoduladora foi realizada utilizando o
software GraphPad Prism® versado 6. A andlise de distribuicdo normal das variaveis
foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Apos a verificacdo de uma distribuicédo
nao normal das variaveis foi aplicado o teste ndo paramétrico de Wilcoxon na analise
da dosagem das citocinas no sobrenadante de cultura e os graficos foram
representados pelo valor da mediana com seus valores maximo e minimo. A IC50
referente a toxicidade frente as linhagens neoplasicas foi calculada pelo software
OriginPro verséo 8.0. Os resultados foram considerados significantes quando o p <
0,05.

5 RESULTADOS

5.1 Citotoxicidade em células ndo transformadas

5.1.1 Citotoxicidade em esplendcitos de BALB/c

Apés avaliacado do método de MTT foi possivel identificar que tanto o EB quanto
a FAg e a FAE das trés plantas estudadas apresentaram toxicidade aos esplendcitos
na concentracdo de 200 ug/mL onde foi identificada viabilidade celular igual a 0%,
contudo, ndo foi observada citotoxicidade nas concentragdes abaixo de 200 pg/mL.
Portanto, para avaliagdo da atividade imunomoduladora, foram utilizadas na cultura

de esplendcitos apenas as concentragdes de 5, 10, 50 e 100 pg/mL.
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A citotoxicidade das sub-fracGes obtidas da FAE de rizomas de L. brasiliense foi
avaliada nas concentracfes de 0,1, 1, 10 e 100 ug/mL e todas as sub-fracfes ndo

apresentaram toxicidade (Figura 19).

Figura 19 - Citotoxicidade das sub-fracdes provenientes da FAE de rizomas de L.

brasiliense.
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Fonte: Do Autor (2017). Citotoxicidade em esplendcitos de camundongos BALB/c comparada com o
veiculo DMSO na concentracéo de 0,1%. CNT = controle nao tratado.

5.1.2 Citotoxicidade em PBMCs e Vero

Através do método do MTT foi possivel analisar o perfil citotéxico ds materiais
das plantas em questao. Ap6s analise dos dados, foi observado que o0 EB, a FAq e a
FAE dos rizomas de L. brasiliense apresentaram IC50 igual a 96,78+3,75, maior que
200 e 75,82+10,81 nug/mL em PBMCs, respectivamente. Ja as sub-fracdes,
apresentaram IC50 maior que 100 ug/mL em PBMCs e, a EGCG, SamA e SamB
apresentaram IC50 maior que 100 pug/mL em células Vero.

Os EB, FAq e FAE de sementes de P. cupana e cascas de T. catigua néo
apresentaram citotoxicidade tendo, portanto, IC50 maior que 200 ng/mL em PBMCs.
Da mesma maneira, em células Vero a cinchonaina Ib isolada da FAE de T. cataigua

nao apresentou citotoxicidade na maior dose testada (100 ug/mL para as sub-fracbes
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e substancias isoladas) onde foi verificado 100% de viabilidade celular para todos os

materiais das plantas analisados nestas linhagens.

5.2 Atividade imunomoduladora

5.2.1 Limonium brasiliense

O extrato bruto, a fracdo aquosa e a fracdo acetato de etila de rizomas de L.
brasiliense apresentou atividade imunomoduladora através da inibicdo ou reducéo dos
nives de citicinas inflamatérias conforme exposto na figura 20. Na citocina IL-6, o
extrato bruto e as fracbes testadas reduziram significativamente os seus niveis
apresentando um padrdo dose resposta (Figura 20 A). A fracdo acetato de etila se
mostrou mais eficiente, reduzindo os niveis desta citocina ja na dose de 5 ug/mL
(p=0,02). As demais doses da FAE também apresentaram valores significativos, onde
em 10 ug/mL p=0,007, 50pg/mL p=0,01 e 100 pg/mL p=0,03. O extrato bruto também
conseguiu reduzir significativamente os niveis desta citocina nas doses de 10, 50 e
100 pug/mL (p= 0,03; p=0,007; p=0,007, respectivamente). A fracdo aquosa inibiu 0s
niveis de IL-6 na dose de 100 ug/mL, onde p=0,007.

O extrato bruto na dose de 100 ug/mL (p=0,03) e a fracdo acetato de etila nas
doses de 5 e 50 ug/mL (p=0,03 para ambas as doses) inibiram significativamente os
niveis de IL-1B (Figura 20 B). Em relagéo a citocina IFN-y, apenas a FAq e o EB
conseguiram reduzir significativamente seus niveis nas doses de 10 e 100 do pg/mL
EB (p=0,01 e p=0,007 respectivamente) e na dose de 5 ug/mL da FAq (p=0,01), porém
a FAE apresentou padrao de inibicdo dose-resposta (Figura 20 C).

O EB, FAq e FAE reduziram significativamente os niveis de IL-22, onde todos
apresentaram padrdo dose-resposta, podendo-se destacar o EB, o qual obteve
valores significativos nas quatro doses testadas (p=0,03 para todas as doses) e a FAE
que apresentou reducdo nas trés menores doses (p=0,03 para 5, 10 e 50 pg/mL)
(Figura 20 D). Além disso, nas doses de 50 e 100 pug/mL, o EB e a FAE apresentaram
valores significativos de reducao da IL-17A (50 pg/mL: EB — p=0,007; FAE — p=0,007
/100 pg/mL: EB — p=0,01 FAE — p=0,04) (Figura 20 E).
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Figura 20 - Avaliacdo da influéncia da secrecdo de citocinas pelos extratos e
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fracOes de rizomas de L. brasiliense no sobrenadante de cultura de

esplendcitos de camundongos BALB/c apés 48 h de tratamento com o
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Fonte: Do autor (2017). Doses utilizadas: 5, 10, 50 e 100ug/mL, comparados com a condicdo controle
estimulada (ConA). A condicao controle ndo estimulada e ndo tratada aparece como CNT e o farmaco
imunomodulador padrdao como MP (metilprednisolona). Valores significativos em relacdo a ConA
aparecem com um (*) (p<0,05) ou dois (**) (p<0,007) asteriscos de acordo com o grau de significancia.
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A) IL-6; B) IL-1B; C) IFN-y; D) IL-22; E) IL-17A. Os pontos fora da mediana (Outliers) estao apresentados
nos graficos pelo simbolo ¢

As onze sub-fracdes obtidas da FAE dos rizomas de L. brasiliense também foram
identificadas como sub-fracdes com atividade imunomoduladora visto que todas elas
reduziram significativamente os niveis de IFN-y em 500 e 100 pg/mL (p=0,03 para
todas as sub-fragfes) (Figura 21). Pode-se destacar as sub-fracdes E, F e K, as quais

apresentaram grandes reducdes ja na dose de 50 pug/mL.

Figura 21 - Influéncia da secrecdo de IFN-y no sobrenadante de cultura de
esplendcitos de camundongos BALB/c pelas sub-fracdes de L.
brasiliense.
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Fonte: Do autor (2017). Gréfico relativo a 48 h de tratamento com o sub-frag8es obtidas da FAE de
rizomas de L. brasiliense nas doses de 50 e 100 pg/mL, comparados com a condicdo controle
estimulada (ConA). A condicao controle ndo estimulada e ndo tratada aparece como CNT e o farmaco
imunomodulador padrdo como MP (metilprednisolona). Valores significativos em relacdo a ConA
aparecem com um (*) asterisco indicando que p<0,05. Os Outliers estdo apresentados nos graficos
pelo simbolo ®

A figura 22 apresenta os valores em pg/mL de IL-17A apdés o tratamento com as
sub-fracdes. Através da observacdo pode-se identificar que as sub-fragdes “B”, “E”,

“F”, “G” e “K” reduziram significativamente os niveis desta citocina na menor
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concentracéo (50 ug/mL) e as demais sub-fracbes obtiveram uma maior inibicdo de
IL-17A na dose de 100 ug/mL (p=0,015).

Figura 22 - Quantificacdo dos niveis de IL-17A no sobrenadante de cultura de
esplendcitos de camundongos BALB/c apos tratamento com as sub-

fracOes de L. brasiliense.
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Fonte: Do autor (2017). Valores relativos a 48 h de tratamento com as sub-fracdes obtidas da FAE de
rizomas de L. brasiliense nas concentracdes de 50 e 100 ug/mL. O valor de significancia foi obtido por
comparacdo com a condi¢céo controle estimulada (ConA). A condi¢do controle ndo estimulada e ndo
tratada aparece como CNT e o farmaco imunomodulador padrdo como MP (metilprednisolona). Valores
significativos em relacéo a ConA aparecem com um asterisco (*). Os pontos fora da mediana (Outliers)
estdo apresentados nos graficos pelo simbolo ®

5.2.2 Paullinia cupana

O EB e as FAq e FAE de sementes de P. cupana nao apresentaram
citotoxicidade em células néo transformadas. Desta forma, as concentracdes destes
em 5, 10, 50 e 100 ug/mL foram utilizadas para avaliar o potencial imunomodulador
deste extrato e fragcbes (CARVALHO, et al., 2016).

Conforme mostra a figura 23 A, os niveis de IFN-y foram reduzidos apés o
tratamento com o EB nas concentracdes de 10, 50 e 100 ug/mL (p=0,01 nas doses
de 10 e 50 pg/mL e p=0,007 — 100 ug/mL). J& a FAE apresentou valores significativos

a partir da dose de 50 ug/mL (p=0,01), aumentando o grau de significancia na dose
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de 100 ug/mL (p=0,007). O EB e a FAE apresentaram um padrao de inibicdo do tipo
dose-resposta para esta citocina (CARVALHO, et al., 2016).

A IL-6 teve seus niveis reduzidos apés o tratamento com o EB e a FAE, também
apresentanto perfil dose-resposta, porém apenas com significancia na concentracao
de 100 pg/mL para ambos extratos (p=0,03 — EB; p=0,01 FAE) (Figura 23 B)
(CARVALHO, et al., 2016).

Ja para a IL-17A o EB e a FAE reduziram seus niveis, contudo de forma néo
significativa (Figura 23 C). Em contrapartida, ambos EB e FAE reduziram
significativamente os niveis de IL-10. O EB apresentou valores significativos nas
doses de 50 e 100 pg/mL (p=0,007; p=0,003, respectivamente) e a FAE apenas na
dose de 100 pg/mL (p=0,007) (Figura 23 D) (CARVALHO, et al., 2016).

Figura 23 - Niveis de citocinas inflamatérias no sobrenadante de cultura de
esplendcitos de camundongos BALB/c tratados com o EB e a FAE de

sementes de P. cupana.
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Fonte: CARVALHO et al (2016). Concentrac8es de 5, 10, 50 e 100 ug/mL. Os niveis de citocinas apos
48 h tratamento foram comparados com o controle ndo tratado e estimulado. Os asteriscos estao
representados por grau de significancia. CNT = Controle nao tratado e ndo estimulado. ConA = Controle
ndo tratado e estimulado. MP = Metilprednisolona. A) Niveis de IFN-y; B) Dosagem de IL-6; D) IL-17A;
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E) Niveis de IL-10. Todos os valores quantificados estdo expressos em pg/mL (CARVALHO, et al.,
2016).

5.2.3 Trichilia catigua:

O EB e as FAq e FAE das cascas de T. catigua mostrou resultados significativos
guanto a atividade imunomoduladora conforme pode-se observar para citocina IL-6
que teve seus niveis reduzidos apés o tratamento com os trés extratos. O EB reduziu
significativamente os niveis de IL-6 na concentracdo de 50 ug/mL (p=0,01) assim
como a FAE (p=0,01). J& a FAq mostrou maior significancia na dose de 100 ug/mL
onde p=0,007 (Figura 24 A).

O EB e as duas fragdes reduziram os niveis de IL-13 de modo dose-dependente,
porém ndo apresentaram valores significativos (Figura 24 B). Contudo, o EB reduziu
significativamente os niveis de IFN-y nas doses de 50 e 100 ug/mL (p=0,03 e p=0,01,
respectivamente) (Figura 24 C). Em relagdo a citocina IL-22, o EB e as duas fraces
diminuiram significativamente os niveis desta na dose de 100 pg/mL (p=0,003 — EB;
p=0,003 - FAQ; p=0,03 — FAE), porém, a FAE diminuiu também os niveis de IL-22 na
dose de 50 pg/mL (p=0,02) (Figura 24 D).

O EB e as fracbes aquosas e acetato de etila mostraram melhor atividade na
reducdo dos niveis de IL-17A (Figura 24 E), onde todos eles tiveram valores
significativos nas doses de 50 e 100 ug/mL. O EB nestas concentra¢des apresentou
valores de “p” equivalentes a 0,03 na dose de 50 ug/mL e 0,001 na concentracao de
100 pg/mL. O valor mais significativo foi obtido com a FAQ na concentragdo de 50
ug/mL (p=0,0005) e, na dose de 100 pg/mL, p=0,01. A FAE reduziu IL-17A com
p=0,004 na concentracdo de 50 pg/mL e p=0,003 em 100 ug/mL. Contudo, a IL-10
apenas teve seus niveis reduzidos apos o tratamento com o EB em 10 e 50 pg/mL

(p=0,02 e p=0,03, respectivamente) (Figura 24 F).
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Figura 24 - Quantificacdo de citocinas inflamatoérias no sobrenadante de
esplendcitos de camundongos BALB/c tratados por 48h com o EB, FA(q

e FAE de cascas de T. catigua.
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Fonte: Do autor (2017). Os valores encontrados foram comparados com o controle ndo tratado e
estimulado — Concanavalina A (ConA). CNT = Controle ndo tratado e estimulado. MP =
metilprednisolona (farmaco padrao). A) IL-6; B) IL-1b; C) IFN-g; D) IL-22; E) IL-17A; F) IL-10. Os valores
guantificados de cada citocina estd expresso em pg/mL. Valores significativos em relagdo a ConA
aparecem com um (*), dois (**) ou (***) asteriscos de acordo com o grau, de significancia. Os pontos
fora da mediana (Outliers) estdo apresentados nos graficos pelo simbolo ®
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5.3 Atividade antineopléasica

5.3.1 Limonium brasiliense:

A atividade antineoplasica do EB, da FAQ e da FAE esta descrita na tabela 1. A
linhagem HL-60, de leucemia promielocitica, foi a que melhor respondeu ao
tratamento com a FAq e a FAE. Os valores calculados do indice de seletividade
apontaram maior preferéncia destas duas fracdes para a célula tumoral, uma vez que
os valores para FAQ e FAE corresponderam a uma seletividade quatro vezes maior
das fracbes para a célula neoplasica do que para as células normais (4,02 e 4,39,

respectivamente).

Tabela 1 - Toxicidade do EB, FAq e FAE de rizomas de L. brasiliense frente a células
normais (PBMCs), HEP-G2 (carcinoma hepatocelular), T47-D (cancer de

mama) e HL-60 (leucemia promielocitica).

PBMC HEP-G2 T47-D HL-60
EB 96,78+3,75 >200 90,68+10,64 61,6985
(IS = 0,48) (1S=1,08) (IS =1,56)
FAQ >200 67,97+8,66 >200 49,68+15,74
(IS = 2,94) (IS=1,00) (IS =4,02)
FAE 75,82+10,81  59,47+555  77,7#11,03 17,260,28
(IS = 1,27) (1S=0,48) (IS = 4,39)

Fonte: Do autor (2017). Os Valores de IC50 estdo expressos em ug/mL. indice de seletividade
(IS) calculado através da razao entre os IC50 das células normais os IC50 nas células
neoplasicas.
A atividade antineoplasica das sub-fracdes obtidas da FAE de L. brasiliense esta
descrita na tabela 2. Apés observacdo da tabela, pode-se chamar atencéo para as
sub-fragées “F”, “G”, “H” e “K” nas linhagens HL-60 e MOLT-4. Em HL-60 as sub-

fragbes “F” e “G” apresentaram valores muito baixos de IC50 indicando melhor
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atividade antineoplasica em baixas doses (1C50=8,21+0,83 (1S=12,18) e 7,35+0,36
ug/mL (1S=13,60), respectivamente).

Ja na linhagem MOLT-4, apés o tratamento com as sub-fragdes “G”, “H” e “K”
foram identificados baixos valores de IC50 que corresponderam a 7,92+0,86
(1S=12,62), 20,36+7,84 (1S=4,91) e 9,62+4,61 ug/mL (1S=10,39), respectivamente. A
avaliagdo da atividade antineoplasica na linhagem K562 também apresentou baixos
valores de IC50 com as sub-fragbes “F”, “G” e “K”, porém mais altos que os valores
encontrados para HL-60 e MOLT-4 (36,13+6,13, 40,88+3,86 e 37,77+5,45 nug/mL,

respectivamente). As sub-fracdes ndo foram citotdxicas para a linhagem SKMEL.



76

Tabela 2 - Valores de IC50 relativos a citotoxicidade das 11 sub-fracbes de L.

brasiliense frente as linhagens neoplasicas.

TOLEDO HL-60 MOLT-4 K562 PANC-1
A 57,46+8,81 53,27+2,14 37,43+0,50 43,72+1,94 >100
B 57,02+1,5  35,48+9,83 34,34+1,81  52,21+4,9 >100
C 61,29+1,22 44,28+7,19 35,9946,9 52,75%+3,32 76,81+6,25
D 54,09+5,63 41,63+5,96 46,47+2,31 43,95%2,98 45,54+8,01
E 55,29+2,78 43,62+6,71 45,25+3,53 47,79+4,38 >100
F 55,29+2,78  8,21+0,83 40,42+4,22 36,13+6,13 58,65%3,35
G 54,32+2,34  7,35+0,36  7,92+0,86  40,88+3,86 >100
H 57,36+2,04 45,58+4,93 20,36+7,84 49,91+11,15 >100
60,65+1,25  55,6+3,69 54,92+0,35 51,85+1,53 >100
J 58,68+4,12 54,06+4,93 52,76+3,4  50,16+2,54 >100
K 59,38+2,09 53,32+2,14 9,62+4,61  37,77%+5,45 >100
AMSA 0,5+0,6 1,0+0,6 NT 0,9+0,6 >100

Fonte: Do autor (2017). Valores descritos em pg/mL + desvio padrdo. AMSA= Amsacrina, farmaco
padrdo. NT = Nao testado.

Como as sub-fracdes apresentaram resultados satisfatérios quanto a atividade

antineoplasica nas linhagens avaliadas, foi entdo estudada a atividade antineoplasica

dos trés componentes majoritarios da FAE, descritos por CALEARE et al. (2017). A

atividade antineoplasica da EGCG da SamA e SamB frente a K562 esta apresentada

na figura 25. Estes taninos condensados isolados da FAE de L. brasiliense

apresentaram valores de IC50 que correspondem a 46,21+3,9, 29,24+17,64 e

51,17+17,63 pug/mL, respectivamente.
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Figura 25 - Porcentagem de viabilidade celular de K562 apés tratamento com EGCG,
SamA e SamB.
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Fonte: Do autor (2017). As trés substancias foram testadas nas concentracdes de 1, 10 e 100 pg/mL.
Os respectivos valores de IC50 estfo expressos em pg/mL. IS = indice de Seletividade.

5.3.1.1 Avaliacdo do tipo de morte celular provocada pelas sub-fracdes e

Samarangenina A

Apds obtencdo destes resultados, foram avaliados o tipo de morte celular
provocada pelas sub-fragdes que apresentaram melhores valores de IC50, a saber:
F, G e K na linhagem K562 e as sub-fracdes G, H e K na linhagem MOLT-4. Além
destas, também foi avaliado o tipo de morte celular provocado pela SamA na linhagem
K562. A figura 26 apresenta os graficos relativos ao percentual de células marcadas
com Pl e Anexina V na condicao controle (Cel NT), farmaco padréo (Citarabina) e as

sub-fracOes estudadas.
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Figura 26 - Avaliacdo do tipo de morte celular em K562 apds tratamento com as sub-

fracOes F, G e K de L. brasiliense por citometria de fluxo.
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Fonte: Do autor (2017). As trés sub-fragBes foram testadas nas concentra¢gfes de 10 e 50 pg/mL. A)
Graficos dot plot da marcacéo Pl versus Anexina V. B) Grafico relativo aos valores representativos dos
gréficos dot plot (A)

Os resultados apresentados demonstram uma melhor indugdo de morte por
apoptose com a sub-fracdo G na concentracdo de 10 ug/mL quando comparada ao
controle ndo-tratado e a citarabina apos 48h de tratamento.

Na linhagem MOLT-4 as sub-fracdes mostraram citotoxicidade celular causando
apoptose tardia e necrose. A sub-fracdo G na dose de 50 ug/mL apresentou maior
percentual de células mortas por apoptose tardia (37,8%) e necrose (24,7%) (Figura
27) comparado com a condi¢do nao tratada, porém a porcentagem de células em
apoptose tardia foi menor que a porcentagem encontrada para a citarabina (farmaco

padrao).
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Figura 27 - Avaliacdo de morte celular por apoptose e necrose das sub-fracdes G, H

e K de L. brasiliense na linhagem MOLT-4.
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Fonte: Do autor (2017). As sub-fracdes G, H e K foram avaliadas nas concentra¢des de 10 e 50 pg/mL.
A) Graficos dot plot da marcacéo Pl versus Anexina V. B) Gréfico relativo aos valores representativos
dos graficos dot plot (A). Cél = Controle nao tratado.

A figura 28 demonstra que a SamA nao causou morte celular significativa quando

comparada aos controles apés 48h de tratamento.

Figura 28 — Avaliacao do tipo de morte celular provocada pela SamA em K562.
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Fonte: Do autor (2017). A SamA foi avaliada na concentragdo de 10 pg/mL. A) Graficos dot plot da
marcacao Pl versus Anexina V. B) Gréfico relativo aos valores representativos dos graficos dot plot (A).
Cél = Controle n&o tratado.

5.3.1.2 Ensaio de migracgéao celular

Em relacdo ao potencial anti-migratorio estudado na linhagem PANC-1 a sub-
fragdo C no tempo de 6h apresentou significancia (p=0,015) relacionada a
manutencdo do percentual da area livre da ferida (Figura 29 A). No tempo de 12h,
todas as sub-fracBes apresentaram significancia em relacdo ao controle nao-tratado
(DMSO 0,1%). A sub-fracdo C obteve p=0,0031, a sub-fracdo D apresentou p=0,042
e na sub-fracdo F p=0,0061 (Figura 29 B). A figura 29 C apresenta os resultados
referentes ao tempo de 24h, no qual as sub-fracbes D (p=0,02) e F (p=0,0005)
apresentaram significancia relativa a manutencdo do percentual da area livre da
ferida. Estes achados demonstram que as sub-fracdes C, D e F impediram a migracéo
de células tumorais caracterizando um potencial anti-migratorio, especialmente da
sub-fracéo F no tempo de 24h. Afigura 29 D apresenta imagens relativas a exposicao
de PANC-1 as sub-fracdes avaliadas, onde pode-se observar o melhor potencial anti-

migratorio identificado com o tratamento por 24h utilizando a sub-fracao F.
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Figura 29 - Atividade anti-migratoria das sub-fracdes C, D e F de L. brasiliense frente

a PANC-1.
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D)

DMSO 0,1 c D F
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Fonte: Do autor (2017). As sub-fracbes C, D e F foram utilizadas em seus respectivos IC50, a saber:
76,80, 45,54 e 58,65 ug/mL. A) Gréfico relativo a exposigdo das sub-fracdes em PANC-1 no tempo 6h.
B) Grafico relativo aos valores representativos ao percentual da area livre no tempo 12h. C) Gréfico do
ensaio no tempo 24h. D) Imagens referentes a exposi¢édo de cada sub-fracdo em todos os tempos de
analise.

5.3.1.3 Ensaio clonogénico

Apds analise da capacidade de inibicdo da formacéo de clones de células PANC-
1 em 24 e 48h, foi identificado que as sub-fragdes D e F obtiveram melhores resultados
(Figura 30). A sub-fragéo F no tempo de 24h conseguiu inibir a formagéo de clonias
de células (nimero de coldnias = 22) no IC50 de 58,65 ug/mL quando comparado a

condicao controle (DMSO 0,1%) (numero de col6nias = 93).
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Figura 30 - Avaliacdo da inibicdo da formacédo de clones celulares apds tratamento
com as sub-fragbes C, D e F de L. brasiliense.
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Fonte: Do autor (2017). As sub-fracBes C, D e F foram utilizadas em seus respectivos IC50, a saber:
76,80, 45,54 e 58,65 ug/mL. A) Gréfico relativo a exposigdo das sub-fracées em PANC-1 no tempo 6h.
B) Gréfico relativo aos valores representativos ao percentual da area livre no tempo 12h. C) Grafico do
ensaio no tempo 24h. D) Imagens referentes a exposicao de cada sub-fracdo em todos os tempos de
analise.

5.3.2 Paullinia cupana

Os resultados relacionados a atividade antineoplasica do EB, e das FAq e FAE
foram descritos recentemente por Carvalho e colaboradores (2016) (Anexo 3), no qual
apenas o EB e a FAE apresentaram resultados satisfatérios na linhagem HL-60 com
IC50 de 70,25 + 39,46 pg/mL com o EB e 61,19 + 3,13 ug/mL para a FAE (Figura 31).
A FAE se mostrou trés vezes mais seletiva para a célula neoplasica do que para
PBMCs indicando ser mais eficiente que o EB para o tratamento desta linhagem

celular.
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Figura 31 - Viabilidade celular e respectivos valores de IC50 e indice de seletividade

do EB e da FAE das sementes de P. cupana para a linhagem HL-60.
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Fonte: CARVALHO et al. (2016).

5.3.3 Trichillia catigua:

O EB, e as FAq e FAE apresentaram toxicicidade em algumas linhagens
neoplasicas, as quais sdo apresentadas na tabela 3. A atividade antineoplasica deste
extrato e das fracdes foi observada na linhagem HL-60 apds o tratamento com o EB
e com a FAE (IC50=65,93+31,79 e IC50=71,91+15,76 ug/mL, respectivamente),
porém, o EB se mostrou mais seletivo para a célula neoplasica do que a FAE (1S=3,03

e 1S=2,78, respectivamente).
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Tabela 3 - Atividade antineoplasica do EB e das FAQ e FAE de cascas de T. catigua
apos 72 h de tratamento.

PBMC HEP-G2 MCF-7 T47-D TOLEDO HL-60

EB >200 100,34+0,18 > 200 >200 98,09+2,91  65,93+31,79
(1S=1,99) (1S=1,00) (S=1,000 (IS=2,03) (IS = 3,03)

FAQ >200 >200 >200 >200 100,710,007  85,63+2,35
(IS=1,000 (IS=1,00) (IS=1,00) (IS =1,98) (IS = 2,33)

FAE >200 >200 91,07+6,57 >200 94,42+9,11 71,91+15,76

(IS=1,000 (IS=2,19) (1S=1,00) (IS=2,11) (IS = 2,78)

Fonte: Do autor (2017). Os valores de IC50 estéo descritos em pg/mL. IS = indice de Seletividade.

A atividade antineoplasica frente a K562 da cinchonaina IB isolada da FAE das
cascas de T. catigua esta representada na figura 32 com seu respectivo IC50. O indice
de seletividade desta substancia na linhagem K562 foi igual a 2,16, abaixo do

recomendado (IS = 3).
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Figura 32 - Viabilidade (%) das células K562 apds tratamento por 72h com

cinchonaina IB nas concentracfes de 0,1, 1, 10 e 100 ug/mL.
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Fonte: Do autor (2017).

5.4 Atividade antibacteriana

5.4.1 Limonium brasiliense:

A atividade antibacteriana do EB, FAqQ e FAE de L. brasiliense esta descrita na
tabela 4 através dos valores da CIM e CBM expressos em pg/mL. Os melhores
resultados obtidos foram obtidos frente as contra as bactérias Staphylococcus aureus
ATCC 29213 e MRSA ATCC 33591 apéds tratamento com o extrato bruto e com as
fracOes aquosa e acetato de etila, os quais apresentaram CIM igual a 62,5 ug/mL. O
EB, FAQ e FAE apresentaram CIM=250 ug/mL frente a Escherichia coli, isolado clinico
de Staphylococcus epidermidis e LMB 2 ao LMB 10.
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Tabela 4 - Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracéo bactericida minima
(CBM) do EB, FAQ e FAE de rizomas de L. brasiliense.
EB FAqQ FAE

CIM CBM CIM CBM CiM CBM

Escherichia coli 250 >250 250 >250 250 >250
ATCC 25922*

Klebsiella pneumoniae >250 >250 >250 >250 >250 >250
ATCC 29665*

Pseudomonas >250 >250 >250 >250 >250 >250
aeruginosa
ATCC 27853*

Isolado  clinico de 250 >250 250 >250 250 >250
Staphylococcus
epidermidis

Staphylococcus aureus 62,5 >250 62,5 >250 62,5 >250
ATCC 29213

Staphylococcus aureus 62,5 >250 62,5 >250 62,5 >250
resistente a meticilina
(MRSA) ATCC 33591

LMB 1 >250 >250 >250 >250 >250 >250
LMB 2 250 >250 250 >250 250 >250
LMB 3 250 >250 250 >250 250 >250
LMB 4 250 >250 250 >250 250 >250
LMB 5 250 >250 250 >250 250 >250
LMB 6 250 >250 250 >250 250 >250
LMB 7 250 >250 250 >250 250 >250
LMB 8 250 >250 250 >250 250 >250
LMB 9 250 >250 250 >250 250 >250
LMB 10 250 >250 250 >250 250 >250

Fonte: Do autor (2017). Os valores estdo expressos em pg/mL.
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A partir dos resultados da atividade antibacteriana do EB, FAQ e FAE, a atividade
das sub-fracdes foi avaliada frente a MSSA ATCC 29213, MRSA ATCC 33591 e E.
coli. Estas sub-fragdes obtidas da FAE de L. brasiliense apresentaram resultados mais
satisfatorios que os resultados do EB, FAq e FAE, onde foi encontrado valores de

CBM para grande parte das sub-fracdes (Tabela 5).

A inibicdo do crescimento de MSSA ATCC 29213 foi melhor observado apés o
tratamento com as sub-fragdes “E”, “H” e “K”, onde o CIM correspondeu a 62,2 ug/mL
com respectivos CBM de 500, 500 e 125 ug/mL. A sub-fragdo “C” apresentou CIM=125
ug/mL e CBM=250 ug/mL indicando atividade bactericida em menor dose do que nas
demais sub-frac6es. Na cepa resistente, MRSA ATCC 33591, foi identificado menor
valor de CIM apd@s tratamento com a sub-fragdo “E” (62,5 ug/mL), porém a CBM foi
maior que 500 pg/mL. Ja as sub-fragdes “H” e “J” apresentaram CBM igual a 500

ug/mL e CIM igual a 250 e 125 ug/mL, respectivamente.

Os melhores resultados referentes a inibicdo do crescimento e do potencial
bactericida para E. coli foram identificados nas sub-fragées “B” e “C”. Na sub-fracdo
“B”, CIM=62,5 ug/mL e CBM=500 ug/mL e, na sub-fragdo “C”, a CIM foi igual a 62,5
ug/mL e a CBM foi igual a 250 pg/mL.
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Tabela 5 - Valores de concentracao inibitoria minima (CIM) e concentracao inibitéria
méaxima (CBM) de sub-fragbes obtidas da fracdo acetato de etila de

rizomas de L. brasiliense.

MSSA ATCC 29213 MRSA ATCC 33591 E. coli ATCC 25922

MIC MBC MIC MBC MIC MBC
pug/Ml

A 250 500 250 > 500 250 500
B 125 500 125 > 500 62,5 500
C 125 250 125 > 500 62,5 250
D 250 > 500 125 > 500 125 > 500
E 62,5 500 62,5 > 500 125 > 500
F 250 > 500 500 > 500 250 > 500
G 125 > 500 250 > 500 250 500
H 62,5 500 250 500 125 500
J 125 500 125 500 125 > 500
K 62,5 250 125 > 500 125 > 500

Fonte: Do autor (2017). Os valores estao apresentados em pg/mL.

5.4.2 Paullinia cupana

Os resultados relativos a atividade antibacteriana do EB, FAq e FAE das
sementes de P. cupana estéo descritos na tabela 6. O extrato e a fracdo acetato de
etila das sementes do guarana ndo apresentaram baixos valores de CIM e CBM. Com
excecdo das bactérias LMB 1, Klebsiella pneumoniae ATCC 29665* e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853* que apresentaram CIM e CBM maior que 250 pug/mL, todas
as demais bactérias estudadas tiveram seu crescimento inibido na concentracdo de

250 pg/mL apds o tratamento com o EB e a FAE do guarana (CARVALHO et al., 2016).



Tabela 6 — Atividade antibacteriana do EB e da FAE de sementes de P. cupana.
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EB FAE

CIM CBM CIM CBM
Escherichia coli ATCC 250 >250 250 >250
25922*
Klebsiella pneumoniae ATCC 29665* >250 >250 >250 >250
Pseudomonas aeruginosa >250 >250 >250 >250
ATCC 27853*
Isolado clinico de Staphylococcus 250 >250 250 >250
epidermidis
Staphylococcus aureus ATCC 29213 250 >250 250 >250
Staphylococcus aureus resistente a 250 >250 250 >250
meticilina (MRSA) ATCC 33591
LMB 1 >250 >250 >250 >250
LMB 2 250 >250 250 >250
LMB 3 250 >250 250 >250
LMB 4 250 >250 250 >250
LMB 5 250 >250 250 >250
LMB 6 250 >250 250 >250
LMB 7 250 >250 250 >250
LMB 8 250 >250 250 >250
LMB 9 250 >250 250 >250
LMB 10 250 >250 250 >250

Fonte: CARVALHO et al. (2016). Os valores apresentados em pg/mL referem-se as concentracdes
inibitérias minimas (CIM) e concentracdes bactericidas minimas (CBM).
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5.4.3 Trichilia catigua

O extrato bruto e as fragOes aquosas e acetato de etila das cascas de T. catigua
apresentaram melhor atividade antibacteriana ao comparar com os demais EB, FAq e
FAE das plantas avaliadas neste estudo. Apés analise foi possivel observar que em
Staphylococcus aureus ATCC 29213 e em MRSA ATCC 33591 a FAE apresentou
valor de CIM igual a 31,5 ug/mL (Tabela 7), indicando que nesta concentragéo foi
inibido o crescimento destas bactérias. Ainda nestas duas cepas, a FAq e o EB
também apresentaram valores de CIM, porém maiores que o valor apresentado pela

FAE (62,5 e 125 ug/mL, respectivamente).

O crescimento de E. coli, isolado clinico de Staphylococcus epidermidis, e dos
LMB 2 ao LMB 10 foram inibidos na concentragéo de 250 ug/mL do EB, e das FAq e
FAE de T. catigua. Contudo, apenas o EB inibiu o crescimento de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853* nesta mesma concentragcdo. Ademais, nenhum extrato e

fracOes de T. catigua apresentaram atividade bactericida (CBM>250 ug/mL).

Tabela 7 - Concentracao inibitéria minima (CIM) e Concentracdo bactericida

minima do EB, FAg e FAE das cascas de T. catigua expressas em

ug/mL.
EB FAq FAE
CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Escherichia coli 250 >250 250 >250 250 >250

ATCC 25922*

Klebsiella pneumoniae >250 >250 >250 >250 >250 >250
ATCC 29665*

Pseudomonas 250 >250 >250 >250 >250 >250
aeruginosa
ATCC 27853*
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Isolado  clinico  de
Staphylococcus
epidermidis

Staphylococcus aureus
ATCC 29213

Staphylococcus aureus
resistente a meticilina
(MRSA) ATCC 33591

LMB 1
LMB 2
LMB 3
LMB 4
LMB 5
LMB 6
LMB 7
LMB 8
LMB 9

LMB 10

250

125

125

>250
250
250
250
250
250
250
250
250

250

>250

>250

>250

>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250

>250

250

62,5

62,5

>250
250
250
250
250
250
250
250
250

250

>250

>250

>250

>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250

>250

250

31,25

31,25

>250
250
250
250
250
250
250
250
250

250

>250

>250

>250

>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250

>250

Fonte: Do autor (2017).

6 DISCUSSAO

Os extratos de plantas medicinais representam em primeira instancia a fase

inicial de estudos para desenvolvimento de medicamentos naturais e tém sido

bastante explorados em pesquisas cientificas com fins terapéuticos por apresentarem

uma grande diversidade molecular em sua composicao (ATANASOQV et al., 2015). De
acordo com JONES E KINGHORN (2005), a primeira etapa para testar a atividade

biolégica de uma planta é a preparacdo do seu extrato bruto e de fracdes semi-

purificadas. Os extratos brutos apresentam misturas complexas com uma grande

quantidade de metabdlitos, tanto primarios quanto secundarios que dificultam o
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entendimento de que substancias estdo desempenhando determinada atividade
biolégica encontrada. Desta maneira, 0 proximo passo deste processo, 0 sub-
fracionamento seguido do isolamento de compostos fitoquimicos bioativos, depende
diretamente dos resultados preliminares com os extratos brutos (JONES E
KINGHORN, 2005; RADULOVIC, et al., 2013).

A grande disponibilidade de compostos fitoquimicos encontrados em plantas
medicinais representa 0 objeto maior de estudos para descoberta de novas fontes
terapéuticas. Por isso, a identificacdo dessas moléculas, presentes em extratos e
fracOes de plantas, é peca-chave para validacéo de estudos envolvendo as atividades
bioldgicas das plantas. Compostos naturais ja identificados e usados atualmente na
clinica como, taninos, canabidiois, colchicinas, forbol ésteres, dentre outros obtidos
de plantas, sdo consideradas importantes substancias para farmacologia, fisiologia e
estudos bioquimicos (RATES, 2001).

Os taninos condensados representam uma ampla gama de substancias
encontradas em varias partes das plantas, e possuem importantes efeitos
farmacoldgicos ja conhecidos como, por exemplo os efeitos anticancer, anti-
inflamatorio, antibacteriano, antioxidante, dentre outros (SMERIGLIO et al., 2017).
Recentemente, varios estudos tém concentrado esforcos na identificacdo das
propriedades farmacologicas da EGCG, um tanino condensado encontrado
principalmente nas sementes da uva (CHU et al., 2017; BLAINSKI, 2010; LANDIS-
PIWOWAR et al., 2013; BLAINSKI et al, 2017; KHAN et al.,, 2015). Além desta
molécula, varias outras substancias oriundas de fontes naturais sdo isoladas e
estudadas, afim de se obter novas descobertas para o tratamento eficaz de diferentes
desordens que afetam corriqueiramente os seres humanos. Por estes e outros
motivos, 0s produtos naturais representam importantes ferramentas para a industria
farmacéutica e biotecnoldgica, uma vez que muitos medicamentos sintéticos séo
desenvolvidos tendo como base moléculas provenientes da natureza, por estes,
muitas vezes, apresentarem menos toxicidade e efeitos adversos (MATHUR,;
HOSKINS, 2017).

A busca incessante por substancias imunomoduladoras provenientes de fontes
naturais € um grande exemplo da procura por produtos menos téxicos ao organismo,

e, é impulsionada pelos varios efeitos adversos encontrados nas drogas sintéticas
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disponiveis no mercado. Ciclosporinas, corticosteroides, azatioprina sédo exemplos de
imunomoduladores que podem induzir o aparecimento de nefro toxicidade, anemias,
trombocitopenia, supressdo da medula 0ssea, etc. Taninos, saponinas, cumarinas e
alguns acidos, como &cido elagico, acido galico, dentre outros, sdo substancias
encontradas em algumas espécies de plantas que apresentam, em geral, baixa

toxicidade e possuem atividade imunomoduladora ja conhecida, (RACHH et al., 2014).

A atividade anti-inflamatéria de L. brasiliense foi inicialmente demonstrada por
MOURA no ano de 1984, e, até o presente momento, ndo foi descrito nenhum registro
de estudo relacionado a esta atividade nesta planta. MOURA (1984) em seu estudo
observou a inibicdo do edema de pata provocada pela carragenina em ratos, e, esta
inibicéo foi associada principalmente a presenca de taninos (fracao tanante do extrato
etandlico) nos rizomas da planta. Corroborando com os resultados demostrados por
MOURA (1984), neste trabalho, o extrato bruto e as fracdes aquosa e acetato de etila
de rizomas de L. brasiliense apresentaram reducdo significativa de citocinas
inflamatdrias como IL-6, IL-1B3, IL-17A e IL-22. O extrato bruto conseguiu inibir
significativamente todas as citocinas avaliadas, provavelmente pela acao sinérgica da
grande quantidade de moléculas que este tipo de extrato contém (MACHANA et al.,
2012). Além disso, as sub-fracdes obtidas da FAE de L. brasiliense, também
apresentaram reducdo significativa das citocinas IFN-y e IL-17A. Tal atividade
encontrada, pode ser atribuida a presenca de substancias ja identificadas na FAE de
rizomas de L. brasiliense, dentre estas, taninos hidrolisaveis e condensados, como as
leucoantocianinas, acido hidroxicinamico, acido elagico, EGCG, além de catequina,
galocatequina, samarangenina A, samarangenina B e varios outros (BLAINSKI, 2010;
CALEARE et al., 2017).

O efeito imunomodulador da EGCG foi demonstrado por alguns autores ao
identificar que a EGCG inibe a entrada de NF-kf3 para o ndcleo celular, impedindo a
transcricdo de genes como COX-2 e INOS, importantes mediadores da resposta
inflamatoria (NAGAI et al., 2002; TEDESCHI et al., 2004). Além disso, KIM e
colaboradores (2006) demonstraram que a EGCG inibe a producéao da quimiocina IL-
8, outra molécula importante relacionada com o processo inflamatorio. A acdo da
EGCG na inibicdo IL-8 foi identificada em células epiteliais do trato respiratorio de

camundongos, reduzindo a conduc¢do do processo inflamatorio para distantes locais
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do aparelho respiratorio. Contudo, ainda ndo foram reportados na literatura os efeitos
imunomoduladores da SamA e SamB. Desta forma, n&o se sabe ao certo qual destas

moléculas conferem a atividade imunomoduladora identificada.

Os efeitos imunomodulatérios de extratos de P. cupana vém sendo descritos por
alguns pesquisadores (ANVERSA et al., 2015; CANICEIRO, 2012), porém ainda ha
poucos trabalhos relacionando esta propriedade com extratos das sementes dessa
planta. H4 poucos anos, um estudo utilizando modelo animal, verificou que as
sementes de P. cupana apresentaram atividade anti-inflamatéria reduzindo a
expressédo de NF-Kp e COX2, bem como diminuiram significativamente a expressao
de citocinas como IL-1, IL-6 e TNF-a (DEL GIGLIO e DEL GIGLIO, 2015). A
capacidade anti-inflamatoria dessas sementes esta relacionada com a presenca de
compostos bioativos como, por exemplo, metilxantinas, teobrominas e teofilinas,
sendo as metilxantinas também encontradas em nossos extratos e fracdes de P.
cupana (ANVERSA et al., 2015). O potencial imunomodulador do extrato bruto e da
FAE das sementes desta planta foi apresentado neste trabalho, no qual foi
demonstrada uma diminuicao significativa da expressao das citocinas IFN-y, IL-6 e II-
10, confirmando esta propriedade. Esta atividade pode ser atribuida a presenca de
metilxantinas (ANVERSA et al., 2015), como a cafeina, encontrada no extrato bruto
(MARQUES et al.,, 2016) e na FAE de sementes de P. cupana analisados
(CARVALHO et al., 2016).

Além da cafeina encontrada no EB e na FAE de P. cupana, MARQUES et al.
(2016) e CARVALHO et al. (2016) também identificaram a presenca de catequina e
epicatequina nos dois materiais desta planta, utilizados neste estudo. Nessa
entrelinha, recentemente, a epicatequina foi relacionada com a prevencdo da
inflamacé@o do tecido adiposo e da resisténcia a insulina em ratos, mediada pela
supressdo da expressdao de CCL19 uma quimiocina envolvida no processo
inflamatorio (SANO et al., 2017). Desta forma, esta molécula pode contribuir para o

efeito imunomodulador encontrado neste estudo.

Na literatura, poucos séo os estudos que abordam a atividade imunomoduladora
dos extratos de Trichilia catigua. BARBOSA (2004) demonstrou a atividade anti-
inflamatoria do extrato hidroetandlico das cascas de Trichilia catigua onde foi
observada uma inibicdo da PLA2, uma fosfolipase que participa da sintese de
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prostaglandinas na fase inicial do processo inflamatorio. Esse resultado demonstra o
potencial anti-inflamatoério das cascas de T. catigua, assim como no presente trabalho,
onde ficou evidenciada a diminuicdo de citocinas pro-inflamatorias IFN-y, IL-1, IL-6,
IL-17A e IL-22 e 0 aumento da citocina anti-inflamatéria, IL-10, ap6s o tratamento com

0 extrato bruto e as fracdes aquosas e acetato de etila.

Os taninos condensados encontrados em extratos das cascas de T. catigua
representam uma classe de compostos fendlicos que possuem atividade anti-
inflamatoria ja conhecida (BARBOSA et al., 2004). No trabalho de GODINHO e
colaboradores (2017) foi demonstrada a presenga de taninos condensados na
composicdo da FAE das cascas de T. catigua utilizada no presente estudo. Moléculas
como procianidina B2, epicatequina, cinchonainas e catequina foram identificadas
nesta fracdo e demonstraram refletir uma diminuicdo da inflamacéao apds inducéo de
isquemia cerebral global em ratos (GODINHO et al., 2017). Portanto, 0s componentes
bioativos encontrados por GODINHO et al (2017) contribuem para entender o
comportamento imunomodulador do extrato bruto e fracdes de T. catigua utilizados

neste trabalho.

Nos ultimos anos, varios estudos foram publicados a respeito da atividade
antineoplasica de plantas medicinais (BARONE et al.,, 2018; QUI et al.,, 2017,
INTHUWANARUD et al., 2016; FANTINI et al., 2015), porém ainda nao ha relatos na
literatura relacionados a atividade antineoplasica de L. brasiliense. Contudo, a
atividade antineoplasica das plantas medicinas esta ligada principalmente a presenca
de flavonoides em geral, terpenos, flavolignanas, alcaloides, terpenoides, fenois e
esteroides (FERNANDO E RUPASINGHE, 2013). A presenca de compostos fendlicos
nos rizomas de L. brasiliense foi demonstrada ha alguns anos (BLAINSKI et al. 2013;
BLAINSKI et al., 2016). Estes compostos podem estar desempenhando um papel
chave para a atividade antineoplasica apresentada principalmente na linhagem de HL-
60 com indice de seletividade de 4,39 apds tratamento com a FAE de L. brasiliense.
As linhagens HEP-G2 e T47-D também apresentaram valores de IC50 para a FAE
(59,47 ng/mL e 77,7 ug/mL, respectivamente), conferindo a esta fracdo uma atividade

antineoplasica.

Dessa maneira, a avaliacdo antineoplésica de sub-fragbes obtidas da FAE de

rizomas de L. brasiliense tornou-se necesséaria, uma vez que esta fracdo obteve



99

resultados mais satisfatorios para a atividade biolégica em questdo. De acordo com
estudos recentes, extratos e fracdes semi-purificadas de rizomas de L. brasiliense,
incluindo a FAE utilizada no presente trabalho, apresentam como componentes
majoritarios a EGCG, Samarangenina A e B, galocatequina e epigalocatequina
(BLAINSKI et al., 2017; CALEARE et al., 2017). As sub-fracdes, por possivelmente
apresentarem estas substancias mais concentradas que na FAE, obtiveram
resultados melhores, quando comparados com a FAE. A sub-fracédo G obteve melhor
IC50 na linhagem HL-60 (7,35+0,36ug/mL) e na linhagem MOLT-4 (7,92+0,86 pg/mL).
A SamA apresentou IC50 igual a 29,24+17,64 ug/mL para linhagem neoplésica K562,
e, nenhuma sub-fragéo apresentou citotoxicidade para linhagem n&o transformada,
vero, indicando possuir boa seletividade para as linhagens neoplasicas estudadas. De
acordo com (OGBOLE et al., 2017), uma molécula moderadamente seletiva tem IS
entre 1 e 10, sendo, portanto, estas sub-fracbes e a SamA consideradas agentes

promissores.

Véarios mecanismos podem estar associados a atividade antineoplasica
encontrada apds tratamento com as sub-fracoes e com a SamA, porém, ainda ndo ha
relatos na literatura sobre a atividade antineoplasica de SamA. Em contrapartida, a
EGCG, atualmente é uma molécula bem caracterizada e descrita na literatura,
havendo vérias descricdes de sua utilizacdo, de suas atividades bioldgicas e, em
especial, dos mecanismos antitumorigénicos por ela desempenhados
(STOCKFLETH, 2011; LANDIS-PIWOWAR et al., 2013; CHU et al., 2017). Dentre as
pesquisas relacionadas a EGCG, ha algumas que abordam a ligagdo desta com
receptores de laminina, uma proteina altamente expressa em células carcinogénicas,
causando citotoxicidade e morte celular (TACHIBANA et al., 2004; SAITO et al., 2017),
assim como também ha estudos que mostraram a inibicdo da proliferacdo de células
neoplasicas por acdo antiangiogénica demonstrando seu potencial anticancer
(SHANKAR et al., 2013; BRAICU et al., 2013; MANTENA et al., 2005). Estudos acerca
do potencial antimigratorio e indutor de morte celular por apoptose de EGCG também
ja foram descritos na literatura (KOH et al., 2011; KWAK et al., 2011; KUSHIMA et al.,
2009).

Os achados demonstrados por estes autores corroboram com os resultados

apresentados neste trabalho onde a sub-fracdo G a 10 ug/mL, demonstrou aumentar
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o percentual de células K562 apoptoticas comparado com a citarabina, farmaco
padrao para tratamento de leucemia. As demais sub-fracdes, nesta mesma linhagem,
também apresentaram quantidades maiores de células apoptdticas comparada com a
citarabina. Na linhagem K562, a SamA nédo apresentou citotoxicidade, possivelmente
pelo tempo de exposi¢cdo de 48h, uma vez que a IC50 (8 pg/mL) identificada nesta
linhagem, através do MTT, foi encontrada apos tratamento por 72h, ou até mesmo,
por esta molécula causar morte celular por outros mecanismos ainda desconhecidos.
Na linhagem MOLT-4 foi identificado maior quantidade de células em apoptose tardia
e necrose apods o tratamento com as sub-fracdes, especialmente com a sub-fracdo G,
porém, a citarabina demonstrou melhor atividade que sub-frac6es estudadas. Além
destes, em conformidade com o estudo de KWAK et al. (2011) foi identificado o
potencial antimigratério e anticlonogénico das sub-fracdes, principalmente da sub-
fracdo F. Como demonstrado por CALEARE et al. (2017), sub-fracdes obtidas da FAE
de rizomas de L. brasiliense apresentam, dentre outras substancias, a EGCG, SamA
e SamB as quais possivelmente contribuem para o potencial apoptotico, antimigratério
e antiproliferativo identificado.

Outra planta estudada neste trabalho, P. cupana, possui atividade
antineoplasica demonstrada por alguns autores (FUKUMASU, 2008; FUKUMASU;
LATORRE; DAGLI, 2011; HERTZ et al., 2015). FUKUMASU (2008) utilizou modelos
in vitro e in vivo para avaliar a atividade antineoplasica de P. cupana em linhagens de
células de melanoma. Este pesquisador revelou que a atividade antineoplasica do pé
das sementes de P. cupana ocorre devido ao aumento de células apoptéticas e a
inibicdo da proliferacdo celular. Outro estudo utilizando o p6 de sementes de P.
cupana em linhagem de cancer de mama (MCF-7) mostrou apresentar atividade de
inibicdo da proliferacdo celular nas concentracdes de 5 e 10 pg/mL em associacao
com quimioterapicos usados na clinica, paclitaxel e 5-fluoracil (HERTZ et al., 2015).
Porém, estes pesquisadores ndo observaram citotoxicidade do p6 de P. cupana sem
associacdo com as drogas padrao, em MCF-7.

Corroborando com os achados iniciais de HERTZ et al. (2015), porém utilizando
0 EB e a FAE de P. cupana, no presente trabalho ndo foram encontradas atividades
antineoplasica nesta linhagem de cancer de mama. Foi evidenciado, neste estudo, a

atividade antineoplasica na linhagem de leucemia promielocitica (HL-60) com IC50
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igual a 70 pug/mL e 61 ug/mL apdés tratamento com o EB e a FAE, respectivamente.
Alguns estudos documentaram a relacdo da presenca de metilxantinas com a
atividade antineopléasica em tumores humanos e murinos (NOMURA et al., 2005; HE
et al., 2003; JANG et al., 2002). Desta maneira a atividade encontrada da FAE na
linhagem HL-60 esta possivelmente relacionada ao teor de cafeina identificado neste
extrato. O resultado obtido para o EB pode estar associado a um efeito sinérgico de
moléculas como catequinas, metilxantinas e outras moléculas nele presentes,

potencializando a agéo antineoplasica (MACHANA et al., 2012).

A pesquisa acerca da atividade antineoplésica de T. catigua ainda é pouco
explorada. Apenas um estudo relata a atividade antineoplasica desta planta, porém,
neste estudo foi avaliado o potencial antineoplasico de um limonoide isolado das
cascas de T. catigua em linhagem de cancer de mama (MDA-MB-231). Estes autores
ainda descreveram as caracteristicas antiproliferativas, anti-adesiva, antimigratéria e

anti-invasiva desta molécula (FUZER et al., 2013).

Ja o estudo de ITO et al. (2000) descreveu a relacdo de moléculas como
procianidinas com a atividade antineoplasica em tumores humanos. Nesse contexto,
foi observada a atividade antineoplasica de cascas de Trichilia catigua nas linhagens
MCF-7 e HL-60 com a FAE, podendo esta atividade ser atribuida a presenca de
procianidinas nesta fracdo. Ademais, na linhagem HL-60 foi obtida uma melhor
resposta antineoplasica com o EB das cascas de T. catigua. A resposta aumentada
do EB em relacdo as demais fracdes deve-se ao fato de seu conteudo fitoquimico
provavelmente possuir um maior nimero de moléculas com caracteristicas distintas.
A utilizacdo de solventes organicos possibilita a extracdo de grupos de substancias,
como por exemplo, os taninos, que sédo extraidos com melhor eficiéncia pelo acetato
de etila, devido suas caracteristicas quimicas apresentarem afinidade a esta classe
de moléculas (MARTINEZ et al., 2013; YOTSU-YAMASHITA et al., 2013; JUNG et al.,
2014; SURGET et al.,, 2016; LI et al., 2017). Portanto, as diversas classes de
substéancias presentes no EB, podem agir sinergicamente potencializando a resposta

antineoplasica encontrada neste estudo (MACHANA et al., 2012).

Por outro lado, as atividades bioldgicas de algumas flavolignanas isoladas das
cascas de T. catigua foram demonstradas na literatura, como por exemplo, a atividade
antioxidante (BRUYNE et al., 1999; TANG et al., 2007; RESENDE, 2007) e
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antimicrobiana (PIZZOLATTI et al., 2002) das cinchonainas, porém a atividade
antineoplasica destas moléculas ainda ndo foi elucidada. No presente estudo foi
identificada a auséncia de citotoxicidade em linhagem nao transformada (Vero) e o
potencial antineoplasico da Cinchonaina Ib, a qual obteve valor de IC50 na linhagem
K562 igual a 46,21 ng/mL. O potencial antineoplasico de cinchonainas foi identificado
por TABANCA et al. (2007), porém as substancias foram isoladas das cascas de
Anemopaegma arvense, uma espécie utilizada como catuaba, no Brasil (LONGHINI
et al., 2017). TABANCA et al. (2007) demonstraram que as cinchonainas la (isbmero
da cinchonaina Ib) e lla ndo apresentaram citotoxicidade em linhagens celulares ndo
transformadas, porém apresentaram citotoxicidade em linhagens neoplasicas de
hepatocarcinoma (HEP-G2), melanoma (SK-MEL), carcinoma ovariano (SK-OV3),
cancer de mama (BT-549), carcinoma de células escamosas (KB) e leucemia

promielocitica (HL-60), confirmando os resultados encontrados do presente trabalho.

Vale ressaltar que os indices de seletividades encontrados sédo considerados
“virtuais”, uma vez que nao foram identificados valores de IC50 para as PBMCs na
maior dose testada. Desse modo, na realidade, esses valores sdo maiores, mostrando
que o EB e as fragcbes estudadas sdo ainda mais seletivos para as linhagens
neoplasicas hematoldgicas do que para células normais, portanto considerados

agentes promissores (BEZIVIN et al, 2003).

Como foi visto, a procura por novas moléculas com atividade terapéutica €
atualmente um grande desafio, principalmente quando se trata de drogas
antibacterianas. Os problemas de salde relacionados a diferentes infeccbes
microbianas se tornam ainda mais preocupantes diante da grave ocorréncia da
resisténcia bacteriana aos medicamentos ja disponiveis na clinica (CARVALHO et al.,
2016). A resisténcia microbiana, o surgimento de novos patégenos, e o ressurgimento
de patdgenos antigos séo fatores determinantes para a busca por novas alternativas
que fornegcam um amplo arsenal terapéutico, uma vez que a resisténcia bacteriana
persistira (WHO, 2012). Neste contexto, estudos com extratos e fracdes de plantas
medicinais representam a fase inicial de pesquisas para identificagdo de novas
moléculas naturais com potencial antimicrobiano (RADULOVIC, et al., 2013). Alguns
estudos associam a atividade antibacteriana de extratos de plantas com a presenca
de taninos condensados (BLAINSKI et al., 2017), flavolignanas (PIZZOLATI et al.,
2002), alcaloides (KLAUSMEYER et al., 2004), flavonoides (SOHN et al., 2004),
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sesquiterpenos lactonas (LIN et al., 2003), diterpenos (EL-SEEDI et al., 2002),
triterpenos (KATERERE et al., 2003) e nafitoquinonas (MACHADO et al., 2003).
Holetz e colaboradores (2002) classificaram em seu estudo uma substancia
susceptivel quando a mesma apresentar valores de MIC menores que 100 ug/mL,
assim como valores entre 100 a 500 ug/mL representam boa atividade, entre 500 e
1000 pg/mL, atividade moderada e maior que 1000 pg/mL uma substancia sem

atividade antibacteriana.

Dentre estes, compostos como taninos hidrolisaveis, sitosterol, acido 4-O-
metilgalico, saponinas triterpénicas e taninos condensados foram primariamente
identificados em Limonium brasiliense (ROSITO, 1975). Posteriormente, verificou-se
nas raizes desta planta a existéncia de outros compostos como leucoantocianinas,
acido hidroxicin@mico, e acido elagico (MURRAY et al., 2004). A presenca de alguns
desses compostos em rizomas de L. brasiliense como, por exemplo, taninos
hidrolisaveis, condensados, P - sitosterol e saponinas triterpénicas reflete na atividade
antibacteriana do extrato hidroetandlico frente a E. coli, B. mycoides, S. aureus, dentre
outros demonstrada por ROSITO (1975) através do teste de difusdo do disco (zona

inibida = 10 mm).

Os taninos condensados é uma classe de metabdlitos que possui atividade
antibacteriana bem documentada na literatura. Estes compostos fitoquimicos sao
responsaveis por exercer alguns mecanismos de acdo conhecidos, como por
exemplo, a acdo direta sobre o metabolismo microbiano ou a inibicdo de enzimas da
parede celular, causando perda de sua funcdo e consequente extravasamento de
citoplasma (SMERIGLIO et al., 2017; MARIN et al., 2015).

Os estudos acerca da atividade antibacteriana de L. brasiliense ainda sdo pouco
explorados na literatura, porém, recentemente BLAINSKI et al. (2017) identificaram a
atividade bacteriostatica da FAE de rizomas de L. brasiliense contra as cepas de
Enterococcus faecium resistente a vancomicina (CIM=19 pg/mL) e Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) (CIM=39 ug/mL), e, CALEARE et al. (2017)
mostraram a inibicdo da ades&do de Porphyromonas gingivalis em células epiteliais
apos o tratamento com a FAE de rizomas de L. brasiliense utilizada no presente
estudo. Em conformidade com os resultados encontrados por estes dois autores, foi

identificada no presente trabalho a atividade bacteriostatica frente as cepas MSSA e
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MRSA (CIM=62,5 pg/mL) apos o tratamento com a FAE, FAq e EB. Portanto, de
acordo com a classificacdo do estudo de Holetz et al. (2002), as cepas MSSA e MRSA
séo consideradas susceptiveis a acdo do extrato bruto e das fragdes de rizomas de L.

brasiliense.

As sub-fracdes provenientes da FAE de L. brasiliense também apresentaram
atividade bacteriostética e adicionalmente atividade bactericida frente as cepas de E.
coli e MSSA apés tratamento com a sub-fracdo C (CBM=250 pg/mL em ambas as
cepas), e novamente contra MSSA com a sub-fragcdo K, onde CBM=250 ug/mL. Além
destas as demais sub-fracbes, com excecdo das sub-fracbes D e F, obtiveram
CBM=500 pg/mL para MSSA, MRSA ou E. coli. Dessa maneira, a presencga de taninos
condensados na FAE como EGCG, Samarangenina A e B demonstrada por
CALEARE et al. (2017) reforcam a ligacdo destas moléculas com a atividade

antibacteriana encontrada nas sub-fracdes.

Ja Paullinia cupana, apresenta atividade antimicrobiana demonstrada por alguns
estudos (MAJHENIC, 2007; YAMAGUTI-SASAKI, 2007; BASILE, 2005). O extrato
alcodlico das sementes de P. cupana, por exemplo, apresentou atividade
antimicrobiana contra alguns fungos como Aspergillus niger, Trichoderma viride e
Penicillium cyclopium (MAJHENIC, 2007). Da mesma maneira, este mesmo extrato,
apresentou grande atividade contra bactérias como Escherichia coli, Pseudomonas
fluorescens, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Proteus
vulgaris, e Streptococcus mutans (CIM=32 ug/mL) (YAMAGUTI-SASAKI, 2007). A
presenca de taninos nas sementes de P. cupana confere certa atividade
antibacteriana demonstrada por alguns grupos de pesquisa (YAMAGUTI-SASAKI,
2007; USHIROBIRA-ANTONELLI et al., 2007; MAJHENIC, 2007). BAZZAZ e
colaboradores (2016) itentificaram a atividade bactericida de taninos condensados
como a epicatequina e EGCG contra cepas de S. aureus e P. aeruginosa, porém
mostraram que as metilxantinas, obtidas comercialmente, ndo apresentam atividade

bactericida, contudo, possuem atividade bacteriostatica contra essas cepas.

No presente estudo foram apresentadas atividades bacteriostaticas do EB e FAE
de P. cupana contendo compostos como catequinas, epicatequinas, cafeina, dentre
outros (CARVALHO et al., 2016). Estes extratos ndo apresentam valores de CIM

semelhantes aos encontrados por BASILE et al. (2005). Ao contrario, apresentam
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valores de CIM semelhantes as metilxantinas comerciais (CIM>200 ug/mL) estudadas
por BAZZAZ et al. (2016). A diferenca entre os resultados encontrados por BASILE et
al. (2005) pode estar associada a diferentes componentes presentes no extrato
etandlico e ausentes nos extratos utilizados neste trabalho. Contudo, a atividade
bacteriostatica encontrada no EB e na FAE de P. cupana (CIM=250 pug/mL em todas
as cepas avaliadas) pode estar relacionada a presenca de catequina e epicatequina
(BAZZAZ et al., 2016) que associada as metilxantinas presentes no EB e na FAE
podem ter reduzido o efeito bacteriostatico. O periodo da coleta das sementes bem
como a forma de obtencdo dos extratos sdo fatores que também podem estra
contribuindo para a diferenca de resultados da atividade antibacteriana de P. cupana
(MACIEL et al., 2002).

Os extratos das cascas de T. catigua geralmente apresentam em sua
composi¢cdo compostos fitoquimicos como, omega-fenil alcanos, omega-fenil acidos
alcandicos, omega-fenil-gama-lactonas, alquil-gama-lactonas, alquenil-gama-
lactonas, &cidos graxos, [-sitosterol, stigmasterol, campesterol, epicatequinas,
cinchonainas (la, Ib, lla, 1Ib), catiguaninas A e B, procianidinas B2 e C1, taninos e uma
mistura de flavolignanas (KAMDEM et al., 2012). Algumas dessas substancias séao
importantes por apresentar atividade antibacteriana ja identificada, como por exemplo,
as flavolignanas: cinchonaina la e Ib encontradas na FAE, as quais possuem atividade
bactericida contra E. coli, P. aeruginosa, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus
(PIZZOLATI et al.,, 2002). Essas substéancias, isoladas da FAE por estes autores
obtiveram melhor atividade frente as bactérias Gram-positivas quando comparada a
atividade nas bactérias Gram-negativas. Resultados semelhantes foram
apresentados neste trabalho, onde o extrato bruto e fracdes das cascas de T. catigua,
em evidéncia a FAE que possui a substancia cinchonaina Ib (GODINHO et al., 2017),
apresentaram atividade bacteriostatica frente a cepas de MSSA e MRSA

demonstrando seu potencial bacteriostatico.

Portanto, ap0s esta criteriosa andlise, fica clara a importancia da busca por
novas alternativas terapéuticas que possam contribuir no tratamento das mais

diferentes desordens humanas.
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7 CONCLUSAO

e Os extratos, fracdes e sub-fracfes de rizomas de Limonium brasiliense néo
apresentaram citotoxicidade em PBMCs de individuos sadios e esplendcitos de
camundongos Balb/c até 100 ug/mL. Da mesma forma, a EGCG, SamA e SamB nao
apresentaram citotoxicidade em células Vero. Igualmente, o extrato bruto e fracdes de
P. cupana e T. catigua também nao apresentaram citotoxicidade em PBMCs e
esplendcitos de camundongos Balb/c, assim como a Cinchonaina Ib ndo foi citotoxica

em células Vero;

e Todos os materiais das trés plantas avaliadas apresentaram caracteristicas
imunomoduladora por inibir a liberacdo de citocinas inflamatérias. Portanto, possuem

potencial imunomodulador;

¢ O extrato e fracdes de Limonium brasiliense apresentaram citotoxicidade nas
linhagens testadas, porém, a FAE apresentou melhores resultados. Como
consequéncia, as sub-fracbes obtidas da FAE também mostraram potencial
antineoplasico, em especial nas linhagens HL-60 e MOLT-4. As substancias isoladas
da FAE, EGEG, SamA e SamB apresentaram citotoxicidade em K562, porém a SamA
apresentou melhor potencial antineoplasico. A FAE de Paullinia cupana apresentou
atividade antineoplasica apenas contra HL-60, assim como a FAE de Trichilia catigua
que também apresentou atividade antineoplasica para HL-60. Cinchonaina Ib

apresentou citotoxicidade em K562;

e As sub-fragées F, G e K induziram morte por apoptose na linhagem K562,
especialmente a sub-fracdo G que apresentou maior percentual de células apoptoéticas
que a citarabina. J4 em MOLT-4 as sub-fracdes G, H e K induziram morte por necrose,
porém em menor quantidade que a citarabina. A SamA nao induziu apoptose em K562

apos 48h de tratamento;

e As sub-fracbes C, D e F de L. brasiliense impediram significativamente a

migracao de células PANC-1, conferindo a elas um potencial antimigratorio;

¢ As sub-fragdes C, D e F de L. brasiliense conseguiram inibir o crescimento de

clones de células PANC-1, porém a sub-fragdo F obteve melhor resultado;
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e Os extratos e fracOes de L. brasiliense e T. catigua apresentaram atividade
bacteriostatica contra MSSA e MRSA. As sub-fracdes C e K de L. brasiliense possuem
atividade bactericida contra MSSA e E. coli. As sub-fracdes H e J sdo bactericidas

frente a MRSA. P. cupana ndo apresentou atividade antibacteriana.
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O CEP/CCS/UFPE deve ser informado de lodos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12). E papel! do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido

am outro centro) e ainda, enviar notificacdo a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitana, junto com

sau posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documenta Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagoes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 07/10/2015 Aceaito
do Projeto ROJETO_528251.pdf 16:37:28
Outros Raspostapendencias.pdf 07/M10/2015 |Moacyr Jesus Aceito

16:36:51 |Barreto de Melo
Régo
Folha de Rosto FolhadeRosto2. pdf 0711072015 [Moacyr Jesus Acsito
16:31:47 |Barreto de Melo
Régo
Projeto Detalhado /  |Projetodetalhado.doc 28/09/2015 [Moacyr Jesus Acsito
Brochura 13:13:59 |Barreto de Melo
Investigador Régo
Qutros Carta de Anuéncia Ivan Pitta INCT-if.pdf | 08/07/2015 Aceito
15:45:25
Qutros Carta de Anuéncia Marcia Vanusa.pdf 03/07/2015 Acsito
09:40:47
Outros Carla de Anuéncia lvan Pilta.pdf 03/07/2015 Acsito
09:40:28
Qutros Curriculo Lattes (Moacyr Jesus Barreto | 26/06/2015 Aceito
de Malo Régo).pdf 15:07:26
Qutros Curriculo Lattes (Michelly Cristiny 26/06/2015 Aceito
Pereira).pdf 15:07:10
Qutros Curriculo Lattes (Marina Ferraz 26/06/2015 Acsito
Cordeiro).pdf 15:06:40
QOutros Curriculo Lattes (Maira Galdino da 26/06/2015 Acsito
Racha Pitta).pdf 10:17:03
QOutros Curriculo Lattes (Joao Carlos Palazzo 26/06/2015 Aceito
de Mello).pdf 10:16:51
Outros Curriculo Lattes (Isabella Macario Ferro | 26/06/2015 Aceito
Cavalcanti).pdf 10:16:19
TCLE/Termos de |TCLE.docx 26/06/2015 Aceito
Assentimento / 09:57:39
Justificativa de
Auséncia
Enderego: Av. da Engenharia ='n® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria
Municipio: RECIFE

UF: PE

Telefone: (81)2126-8588

CEP: 50.740-600

E-mail: cspecs@ufpe.br

Pégyra 04 cu 05
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Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

RECIFE, 19 de Outubro de 2015

Assinado por:
LUCIANO TAVARES MONTENEGRO
(Coordenador)

Enderego: Av. da Engenharia ='n® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8568 E-mail: capecs@ufpe.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolucédo 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntério (a) da pesquisa
Avaliacdo da atividade imunomoduladora, antineoplasica e antibacteriana de
extratos de plantas brasileiras, que esta sob a responsabilidade do pesquisador
Prof. Dr. Moacyr Jesus Barreto de Melo Régo, Universidade Federal de Pernambuco,
Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife — PE. E-
mail: moacyroraculo@gmail.com. Telefone/Fax: 55 (81) 2126-8346. Também
participam também desta pesquisa: Maira Galdino da Rocha Pitta, Michelly Cristiny
Pereira, Marina Ferraz Cordeiro.

Este Termo de Consentimento pode conter alguns tépicos que o/a senhor/a ndo
entenda. Caso haja alguma duvida, pergunte a pessoa a quem esta lhe entrevistando,
para que o/a senhor/a esteja bem esclarecido (a) sobre tudo que esta respondendo.
Apdés ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, caso aceite em fazer parte do
estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta em duas vias.
Uma delas € sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa o (a)
Sr. (a) ndo sera penalizado (a) de forma alguma. Também garantimos que o (a)
Senhor (a) tem o direito de retirar o consentimento da sua participacdo em qualquer
fase da pesquisa, sem qualquer penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

A pesquisa tem como objetivo avaliar possiveis mecanismos de acdo
associados aos saberes tradicionais de plantas medicinais a fim de encontrar novas
alternativas naturais para o tratamento de algumas doencas. A coleta sera feita no
Laboratorio de Imunomodulagdo e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT) em
pessoas saudaveis como vocé e que serao incluidas no grupo controle da pesquisa.
Serado coletados, no braco, 18 mL de sangue (equivalente a dois tubos de sangue
contendo heparina como anticoagulante).

Durante a pesquisa serad coletado seu sangue uma uUnica vez onde serao
aproveitados os elementos que fazem parte do seu sangue para completar 0s ensaios
laboratoriais. A coleta de sangue pode ser desconfortavel, o brago pode ficar um
pouco dolorido e apresentar hematoma que € uma area arroxeada no local da coleta.
Para minimizar os riscos, antes de iniciar a coleta, nés limparemos o brago do
voluntario com alcool, e todo material usado na coleta é descartavel. A coleta sera
feita por profissionais treinados e competentes, orientados para reduzir os riscos. O
material coletado sera processado para o isolamento das células polimorfonucleares
sanguineas que serdo cultivadas e tratadas com os extratos das plantas para os
ensaios posteriores. Em caso dano fisico ao voluntario pela coleta inadequada, o
mesmo sera assessorado e devidamente assistido pelos membros da equipe de
pesquisa.

Os beneficios incluem o melhor entendimento da acao das plantas nas doencas
inflamatorias, no cancer e nas infec¢des bacterianas bem como a descoberta de
mecanismos de agéo das plantas em individuos saudaveis como vocé. Os resultados
desta pesquisa poderéo contribuir significativamente com uma nova forma natural de
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tratamento minimizando efeitos colaterais e melhorando a qualidade de vida dos
pacientes com estas doengas.

As informacdes desta pesquisa serao confidencias e serdo divulgadas apenas
em eventos ou publica¢cdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntéarios, a
nao ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa (Nome, assinatura e CPF), ficardo
armazenados em pastas de arquivo, sob a responsabilidade do pesquisador Prof. Dr.
Moacyr Jesus Barreto de Melo Régo, no endereco acima informado, pelo periodo de
5 anos.
O (a) senhor (a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participagdo serdo assumidos pelos
pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentacao). Fica também garantida
indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na
pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé
podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade
Universitéaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 - e-mail:
cepccs@ufpe.br).

(Assinatura do Pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu,

, CPF , abaixo assinado,
apos a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade
de conversar e ter esclarecido as minhas davidas com o pesquisador responsavel,
concordo em participar do estudo Avaliagdo da atividade imunomoduladora,
antineoplasica e antibacteriana de extratos de plantas brasileiras, como voluntéario (a).
Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a
pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participacédo. Foi-me garantido que posso retirar o
meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade
(ou interrupcdo de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento).
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Impresséao digital
(opcional)

Local e data

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a
pesquisa e o0 aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas néo ligadas a
equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:




