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RESUMO

O género Campomanesia séo utilizadas pela populagdo devido as propriedades bioldgicas e sdo de grande
abundancia no bioma Cerrado. Os chés das folhas das espécies deste género sao utilizados para infec¢bes
intestinais, no combate a obesidade, patologia estomacal, febre, dentre outros. Estudos tém mostrado o
potencial para a protecdo solar de espécies da flora brasileira, tais como o género Campomanesia. Neste
contexto, o objetivo deste estudo foi realizar a avaliagdo da composicdo quimica e das propriedades
bioldgicas de extratos de espécies do género Campomanesia, incluindo analise da composicao
quimica, perfil toxicologico, atividades anti-inflamatoria, antioxidante, antibacteriana, acdo genotbxica e
potencial fotoprotetor. Na infusédo das folhas de Campomanesia guazumifolia a identificagcdo das substancias
foi realizada por FIA-ESI-IT-MS (Flow Injection Analysis - Electrospray lonization - lon Trap — Mass), a
atividade anti-inflamatoria foi avaliada utilizando-se os metodos de pleurisia e edema de pata induzida por
carragenina, hiperalgesia mecénica e estimulacdo térmica e também foram realizados testes de toxicidade
aguda e subaguda em camundongos. O potencial de genotoxicidade do extrato etandlico das folhas de
Campomanesia pubescens foi avaliado por meio do bioensaio de Allium cepa, a composi¢do quimica foi
analisada por CLAE-DAD (High performance liquid chromatography) e o potencial antioxidante foi avaliado
pelo método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila). Nos extratos aquosos, obtidos por decoc¢éo e infusao,
das folhas de C. guazumifolia avaliou-se a composi¢cdo quimica por FIA-ESI-IT-MS, potencial
antibacteriano e a atividade antioxidante pelos métodos de reducéo dos ions de ferro (FRAP), de captura
dos radicais de ABTS e DPPH. O potencial fotoprotetor foi analisado por meio do método in vitro
espectrofotométrico dos extratos isoladamente e das associagdes entre as espécies do género Campomanesia
e formulacBes contendo extratos vegetais do género Campomanesia. As formulacdes foram avaliadas
periodicamente quanto a formacdo de fase, testes organolépticos, pH, fator de protecdo solar (FPS) e
espalhabilidade. No extrato aquoso, obtido por infusdo, das folhas de C. guazumifolia foram identificados
quercetina pentose, quercetina deoxihexosideo, miricetina deoxihexosideo e &cido quinico e também foi
evidenciado o potencial anti-inflamatdrio (doses 70, 300, 700 mg kg™) com baixa toxicidade (DL so superior
a 5000 mg kg™), o que ampara o uso popular do cha desta espécie. No extrato etandlico da Campomanesia
pubescens apresentou potencial antioxidante e reducdo da mitose no teste de genotoxicidade e foram
identificados nove flavonoides. Nos infusos das folhas de C. guazumifolia foram identificadas cinco
substancias descritas e na decoccdo quercetina pentose, quercetina deoxihexosideo, miricetina
deoxihexosideo, miricetina hexose e miricetina deoxihexosideo-galato. Estes extratos sdo fontes
significativas de aminodacidos, possuem alto potencial antioxidante, atividade antibacteriana e sdo estaveis
nas diferentes condi¢des de armazenamento. A infuséo das folhas das espécies Campomanesia guazimifolia,
Campomanesia sessiliflora, Campomanesia adamantium e Campomanesia xanthocarpa apresentaram bons
teores de compostos fendlicos, potencial antioxidante e FPS. Na avalicdo do fator de protecdo solar as
espécies, C. adamantium e C. xanthocarpa apresentaram maiores valores quando isoladas, em associa¢fes
e incorporadas ao metoxicinamato de octila (MO). Dessa forma a associagdo, contendo as infusdes das
folhas de C. adamantium e C. xanthocarpa, foi selecionada para incorporacdo a férmula farmacéutica
semissolida e também a formula farmacéutica semissélida contendo MO. As formulagdes ndo apresentaram
formacdo de fase e se mantiveram estaveis, com o odor adocicado, pH entre 6,07 a 6,20. A formulagdo
contendo MO sofreu uma média de reducdo de 0,5% a 1,5% no valor de fator de protecdo solar; enquanto,
a formulagdo sem MO sofreu uma reducdo de 1,5% a 6%, nas diferentes temperaturas e periodo de
armazenamento. Os valores de espalhabilidade apresentaram alteragdes aceitaveis com o periodo de
armazenamento e temperatura. Este estudo aponta para 0 emprego de espécies do género Campomanesia
em diferentes atividades biologicas; e também como produto multifuncional.

Palavras-chave: atividade anti-inflamatoria, composicao quimica, atividade antioxidante, genotoxicidade,
atividade antibacteriana e potencial fotoprotetor.
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ABSTRACT

Campomanesia species are used by the population due to their biological properties and are of great
abundance in the Cerrado biome. The teas from leaves of species of this genus are used for intestinal
infections, combating obesity, stomach disease, fever, among others. Studies have shown the potential for
solar protection of Brazilian flora species, such as the genus Campomanesia. In this context, the aim of this
study was to assess the chemical composition and biological properties of extracts from species of the genus
Campomanesia, including analysis of chemical composition, toxicological profile, anti-inflammatory,
antioxidant and antibacterial activity, genotoxic action and phoprotective potential. Identification of
substances in leaves infuse of Campomanesia guazumifolia was performed by FIA-ESI-IT-MS (Flow
Injection Analysis-Electrospray lonization-lon Trap-Mass) and anti-inflammatory activity was assessed by
pleurisy and carrageenan-induced paw edema, mechanical hyperalgesia and thermal stimulation and tests
of acute and subacute toxicity in mice were also carried out. The genotoxic potential of ethanolic extract
from leaves of Campomanesia pubescens was evaluated by the bioassay of Allium cepa, the chemical
composition was assessed by HPLC-DAD (High performance liquid chromatography) and the antioxidant
potential was assessed by the DPPH method (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). In aqueous extracts from
leaves of C. guazumifolia obtained by infusion and decoction, the chemical composition was assessed by
FIA-ESI-IT-MS, and the antibacterial potential and antioxidant activity by ferric reducing ability of plasma
assay (FRAP), and scavenging of ABTS and DPPH radicals. The photoprotective potential was assessed by
in vitro Spectrophotometric method of the isolated extracts and associations between species of the genus
Campomanesia and formulations containing plant extracts from the genus Campomanesia. The
formulations were periodically assessed regarding phase formation, organoleptic tests, pH, Sun protection
factor (SPF) and spreadability. In the aqueous extract, obtained by infusion, from leaves of C. guazumifolia
the compounds quercetin pentose, quercetin deoxyhexoside, myricetin deoxyhexoside and quinic acid were
identified. In addition, the anti-inflammatory potential was observed (at the doses of 70, 300, 700 mg/kg)
with low toxicity (DLsg greater than 5000 mg/kg), which supports the popular use of this species tea. In the
ethanolic extract of Campomanesia pubesbens nine flavonoids were identified and the extract showed
antioxidant potential and reduction of mitosis in the genotoxicity test. In the aqueous extracts from leaves
of C. guazumifolia, the five substances above mentioned were identified in the infusion and in the decoction
quercetin pentose, quercetin deoxyhexoside, myricetin deoxyhexoside, myricetin hexose and myricetin
deoxyhexoside-gallate. These extracts are significant sources of amino acids, have high antioxidant
potential, antibacterial activity and are stable under different storage conditions. The leaves infuse of the
species C. guazimifolia, Campomanesia sessiliflora, Campomanesia adamantium e Campomanesia
xanthocarpa showed good content of phenolic compounds, antioxidant potential and SPF. Regarding the
assessment of Sun protection factor, the species C. adamantium and C. xanthocarpa displayed greater values
when isolated, in associations and incorporated into the Octyl methoxycinnamate (OM). Thus, the
association of infusion from leaves of C. adamantium and C. xanthocarpa was selected for incorporation
into the semi solid pharmaceutical form and into the semi solid pharmaceutical form containing OM. The
formulations did not show phase formation and remained stable, with a sweet odor, pH between 6.07 and
6.20. The formulation containing OM suffered an average of 0.5% to 1.5% reduction in the Sun protection
factor value while, the formulation without OM suffered a reduction of 1.5% to 6% at the different storage
temperatures and periods. The spreadability values showed acceptable changes within the storage periods
and temperatures. This study points to the use of species of the genus Campomanesia for different biological
activities and as a multifunctional product.

Keywords: anti-inflammatory activity, chemical composition, antioxidant activity, genotoxicity,
antibacterial activity and photoprotective potential.



CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. Aspectos gerais

As plantas medicinais tém desempenhado um papel primordial na saide, sdo amplamente
utilizadas na medicina popular - na forma de p6, gomas, chés, dleos ou formas associadas
(KUMAR et al., 2011). A utilizagdo de plantas medicinais como recurso terapéutico (OLIVEIRA
et al., 2011) é, muitas vezes a primeira escolha de tratamento, devido a facil disponibilidade
(BODEKER et al., 2005). Desta forma produtos de origem natural sdo alvo de grande interesse em
pesquisas (SAHIB et al., 2012) e isso deve-se a presenca de substancias biologicamente ativas.
Essas substancias, com propriedades biologicas (flavonoides, alcaloides, taninos, saponinas e
terpenoides) (SAHREEN et al., 2015; KOOTI et al., 2017), séo pesquisadas para o entendimento
de seus efeitos. A utilizacdo de plantas pela populacdo como recurso terapéutico auxilia no
direcionamento de pesquisas com o objetivo de identificacdo, e/ou isolamento e aplicacédo
biologica de substancias quimicas; contribui com informacfes relevantes acerca da indicagdo
terapéutica, possibilitando aplicacdo de métodos especificos (PUPO & GALLO, 2007).

O uso de plantas medicinais como altenativa e complementar de terapéutica gera
preocupacdes, pois 0 uso pode ser indiscriminado, irracional e sem comprovacdo cientifica. Existe
uma forte tedéncia a procura por alternativas menos invasivos e mais naturais; assim, existe a
ilusdo de que ndo ocorre efeitos adversos, interagdes medicamentosas e toxicidade com o uso de
plantas medicinais (MONTEIRO & BRANDELLI, 2017).

Uma das maiores biodiversidades em termos de espécies de plantas da América do Sul é o
bioma da Amazonia, seguido do bioma do Cerrado (SILVA & FONSECA, 2016). A grande
biodiversidade leva a populacdo a fazer uso dessas plantas para diversos fins, tais como
alimentacgéo, artesanato, fabricacdo de bebidas; e para uso medicinal (OLIVEIRA et al., 2008).

Estudos relativos as plantas do Cerrado brasileiro aumentaram consideravelmente; entre elas
estdo as especies do género Campomanesia, pertencente a familia Myrtaceae (SILVA &
FONSECA, 2016). A familia Myrtaceae apresenta-se entre as mais importantes, em nimero de
géneros e espécies, possui aproximadamente 133 géneros e mais de 4000 espécies (WILSON et
al., 2001) em todo o mundo, correspondendo a 3,12 % do total de espécies brasileiras (ZAPPI et
al., 2015). As plantas da familia Myrtaceae sdo encontradas principalmente nas regides tropicais e
subtropicais do mundo e inclui os géneros Myrcia, Psidium, Calycorectes, Calyptranthes,
Myrciaria, Myrcianthes, Plinia e Campomanesia (ARANTES & MONTEIRO, 2002; GOMES et
al., 2009).
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2. O genéro Campomanesia

O género Campomanesia ¢ um dos mais claramente definidos da familia Myrtaceae
(LANDRUM, 1986), distribuida no estado de Mato Grosso do Sul (POTT & POTT 2003). Em
novembro de 2017, pela Lei 5.082, o fruto da guavira (Campomanesia) foi considerado simbolo
do estado de Mato Grosso do Sul; e autorizada a inclusdo deste simbolo em todas as divulgacoes
turisticas de Mato Grosso do Sul, veiculadas dentro e fora do estado. O género Campomanesia é
popularmente conhecido como gabiroba, guaviroba, guabiroba ou guavira (ALMEIDA et al.,
1998) e possui frutos carnosos, bastante apreciados pela fauna e pela populacéo, a qual a consome
in natura ou na forma industrializada (VALLILO et al., 2005, 2006, 2008; GOGOSZ et al., 2010).

Constitui-se de plantas lenhosas em forma de arbustos e de arvores altas, com folhas simples,
inteiras opostas ou raramente alternas e sem estipulas. O limbo apresenta pontos glandulosos
translucidos, contendo 6leo essencial (LAWRENCE, 1969; LEGRAND & KLEIN, 1978). As
flores sdo actinomorfas, hermafroditas, diclamideas, raramente monoclamideas, tetra ou
pentdmeras, polisttmones, com pétalas frequentemente caducas, ovarios inferos, raramente
superos pentacarpelares, uni ou pentaloculares. Os frutos sdo do tipo baga, drupa, capsula ou secos
e indeiscentes (JOLY, 1993). As Myrtaceaes brasileiras possuem troncos de casca lisa; o ritidoma
é descartado e renovado, anualmente, em cada estacéo de crescimento (JOLY, 1993).

O género Campomanesia, tem 36 espécies conhecidas (GOVAERTS et al., 2008), com 31
delas na flora brasileira (SOBRAL et al., 2013). As plantas do género, em geral, podem ser
utilizada na arborizacdo urbana, na recuperacdo de areas degradadas, na reposicdo de mata ciliar,
na arborizacdo ornamental (GOGSZ, 2010; SOUZA & LORENZI, 2008). Tém boas perspectivas
na producdo comercial (devido ao sabor aromatico e adocicado do fruto), no aproveitamento dos
frutos em doces e sucos (CARVALHO, 2011). Porém, a semente é considerada recalcitrante, a
planta apresenta pouca toleréncia a pragas e seus frutos possuem baixa resisténcia ao transporte e
armazenamento (PEIXOTO et al., 2005; MELCHIOR et al., 2006).

As espécies sdo utilizadas pela populacdo como forma de tratamento para diversas
enfermidades (ALICE et al., 1995). Estudos anteriores do género verificaram o uso popular com
estudos cientificos com diversas atividades como hipoglicemiante (BIAVATTI et al., 2004),
antiucerogénica (MARKMAN et al., 2004; MADALQOSSO et al., 2012), antituberculose (PAVAN
et al., 2009), estresse oxidativo em pacientes hipercolesterolémicos (KLAFKE et al., 2010), anti-
diabético (VINAGRE et al., 2010), antimicrobiana (CARDOSO et al., 2010; SA et al., 2018), anti-

11



inflamatoria (MICHEL et al., 2013, FERREIRA et al., 2013, SOUZA et al., 2014, VISCARDI et
al., 2017a, SILVA et al., 2016, VISCARDI et al., 2017b; CATELAN et al., 2018a), anti-
inflamatdrias, anti-hiperalgésicas e antidepressivas (SOUZA etal., 2014; SOUZA et al., 2017),
anti-inflamatoria e antinociceptiva (FERREIRA et al., 2013), antiproliferativa (CARDOSO et al.,
2013; PASCOAL et al.,, 2014; CAMPOS et al., 2017; LIMA et al.,, 2018), antioxidante
(COUTINHO et al., 2008; RAMOS et al., 2008; CARDOSO et al., 2009; COUTINHO et al., 2010;
CHANG et al., 2011; PASCOAL et al., 2011;CARDOSO et al., 2013; ALVES et al., 2013:
ALVES et al., 2017), antiplaquetérias, antitromboticas, fibrinoliticas (KLAFKE at al., 2012),
hepatoprotetora (FERNANDES et al., 2015), anti-hiperlipidémicos (ESPINDOLA et al., 2016),
antidiarreica, propriedades anti-inflamatorias e citotoxicas em células cancerigenas (LESCANO
et al., 2016), efeito antidepressivo e ansiolitico (VILAS BOAS et al., 2018a).

Além desses efeitos benéficos a saude, a avaliacdo da toxicidade € um parametro
importante a ser analisado em estudos com plantas; dessa forma estudos anteriores do género
realizaram ensaios de toxicidade tais como, Markman et al. (2004), Guerrero et al. (2010),
Madalosso et al. (2012), Auharek et al. (2013), Silva et al. (2016), Vilas Boas et al. (2018b, c) e
Catelan et al. (2018b).

Ha vérios estudos de identificacdo e/ou isolamento de substancias relacionadas a espécies
do género Campomanesia, tais como: Schmeda-Hirschmann, (1995), Markman et al. (2004),
Coutinho et al. (2008) (2010), Pavan et al. (2009), Cardoso et al (2009) (2010) (2013), Klafke et
al. (2010) (2016), Chang et al. (2011), Pascoal et al. (2011), Souza-Moreira et al. 2012, Pereira et
al. (2012), Alves et al. (2013), Kataoka et al. (2013), Michel et al. (2013), Ferreira et al. (2013)
Souza et al. (2014), Pascoal et al. (2014), Silva et al. (2016), Espindola et al. (2016), Alves et al.
(2017), Sant’Anna et al. (2017) Sa et al. (2018), Catelan et al. (2018a, b), Lima et al. (2018), Vilas
Boas et al. (2018a, b, c). Apesar disso, muitos estudos ainda necessitam ser realizados tanto na

parte quimica quanto bioldgica.

1.1 Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg

Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg é uma pequena arvore frutifera nativa do
Brasil, muito abundante em areas do Cerrado, na regido Centro-Oeste (LIMA et al., 2017; VIEIRA
etal., 2006). E conhecida popularmente como guavira, gabiroba, guabiroba-do-campo, guabiroba-
do-cerrado, guabiroba-lisa e guabiroba-branca; a infusdo das folhas e o uso dos frutos da C.
adamantium sdo indicados por populares para acdo anti-inflamatoria, antidiarréica e anti-séptica
das vias urinarias e no tratamento para disturbios estomacais ( PIVA, 2002; LORENZI et al.,

2008 ).
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Os extratos hexanicos, cloroformio e metandlico das folhas de C.
adamantium apresentaram atividade antioxidante e no extrato metandlico das folhas foram
identificadas flavanonas, 7-hidroxi-6-metil-5-metoxiflavanona, 5,7-diidroxi-6-metilflavanona,
5,7-diidroxi-8-metilflavanona, 5,7-diidroxi-6,8-dimetilflavanona e as chalconas 2”,4"-diidroxi-6"-
metoxichalcona, 2°,4"-diidroxi-5"-metil-6"-metoxichalcona e 2,4 -diidroxi-3",5 -dimetil-6"-
metoxichalcona (COUTINHO et al., 2008).

Os extratos em acetato de etila e metanol dos frutos de C. adamantium foram analisados
guanto a composicao quimica e a atividade anti- Mycobacterium tuberculosis. Foram identificadas
as substancias, no extrato acetato de etila, 7-hidroxi-5-metoxi-6-metilflavanona, 5,7-diidroxi-6-C-
metilflavanona, 5,7-diidroxi-8-C-metilflavanona, 2 ', 4'-diidroxi-6'-metoxichalcona, 5,7-diidroxi-
6,8-di-C-metilflavanona e 2" 4'-diidroxi-3',5'-dimetil-6'-metoxichalcona. Atividade
antituberculose foi promissora no extrato em acetato de etila, nas fracdes acetato de etila e para as
substancias (PAVAN et al., 2009).

Os extratos hexanicos e fragdes metandlicas e hexanicas de frutos de C. adamantium foram
investigados em relacdo a composicdo quimica e a atividade antimicrobiana. O extrato hexanico e
as fracdes demonstraram atividade contra Candida albicans e Escherichia coli. Os resultados deste
estudo mostraram a presenca de trinta e trés substancias volateis, da fracdo hexanica, e flavonoides,
da fracdo metanodlica (7-hidroxi-5-metoxi-6-metilflavavona; 5,7-diidroxi-6-metilflavanona; 5,7-
diidroxi-8-metilflavanona; 5,7-diidroxi-6,8-dimetilflavanona; 2’,4’-diidroxi-6’-metoxichalcona; e
2’ 4’-diidroxi-3’,5’-dimetil-6’-metoxichalcona) (CARDOSO et al., 2010).

Os extratos hexanico, acetato de etila, etanolico e metandlico, obtidos por maceracdo das
folhas de C. adamantium foram submetidos a avaliacdo da atividade antioxidante e a analise de
comparacéo do perfil cromatografico em diferentes épocas do ano. Os extratos possuem potencial
antioxidante; os extratos hexanicos e acetato de etila mostraram pouca variagdo na composicao
quimica; porém, o extrato etanolico mostrou alteracdo significativa em relacdo & composicao
quimica em diferentes épocas do ano (COUTINHO et al., 2010).

Pascoal et al. (2011) realizaram um estudo de perfil cromatogréafico, atividade antioxidante
e teores de compostos fenolicos no extrato etandlico, fracdo acetato de etila e n-butanol das folhas
de C. adamantium. Obtiveram resultados satisfatorios em relacdo a eliminacgdo de radicais livres
de 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) com Clso entre 7,77-13,35 ug mL™; e relacionaram a
atividade antioxidante com a presenca de constituintes majoritarios, como isoquercetina e
quercetina.

A infusdo e extrato de acetato de etila (e seus flavondis isolados, miricitrina e miricetina)

das folhas de C. adamantium apresentaram resultados significativos para agdo anti-inflamatdria e
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atividade antinociceptiva. Foram administrados por via oral e inibiram o edema da pata induzido
por carragenina, reduziram o tempo de lamber na segunda fase do método da formalina in vivo e
reduziram o nimero de contor¢fes em ratos. A miricitrina e miricetina inibiram o 6xido nitrico e
a producdo de TNF-a pelos macrofagos e aumentaram a producdo de IL-10 pelos macrofagos
(FERREIRA et al., 2013).

Extratos hidroalcoolicos (70%) da polpa e do residuo (semente e casca) dos frutos de C.
adamantium foram submetidos a determinacdo de compostos fenolicos e da atividade antioxidante.
Os extratos hidroalcoolicos da polpa e dos residuos sao ricos em compostos fendlicos e possuem
potencial antioxidante, sendo que o teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante do extrato
hidroalcoolico do residuo é superior ao da polpa (ALVES et al., 2013).

A chalcona cardamonina foi isolada do extrato etanolico bruto das folhas de C. adamatium
e apresentou atividade antiproliferativa na linhagem PC-3; em estudo guiado por bioatividade,
induziu apoptose e regrediu negativamente o gene NFkB1 (PASCOAL et al., 2014).

O extrato metanolico das cascas dos frutos de C. adamantium foi submetido a avaliacdo da
atividade antidiarreica, atividade anti-inflamatdrias e citotoxicas em células cancerigenas. O
extrato apresentou a acdo antidiarreica, anti-inflamatdria e inibicdo, apds 24, 48 e 72 horas, do
crescimento celular (LESCANO et al., 2016).

Espindola et al. (2016) investigaram os efeitos antioxidantes, anti-hiperlipidémicos e
estudo da composicdo quimica do extrato aquoso das raizes de C. adamantium. Foram
identificados os acidos galico e elagico e o extrato apresentou atividade antioxidante e redu¢do dos
niveis séricos de colesterol total e triglicérides em ratos hiperlipidémicos (ESPINDOLA et al.,
2016).

Os extratos aquosos das folhas e raizes de C. adamantium apresentam potencial terapéutico
para utilizacdo na prevencao e tratamento de doengas associadas a proliferacdo de células tumorais;
pois exercem atividade antileucémica via apoptose tardia, diminuindo o potencial de membrana
mitocondrial, aumentando a ativacao de caspase-9 e 3 e os niveis de calcio intracelular (CAMPOS
etal., 2017).

Um estudo desenvolvido por Souza et al. (2017) verificou o potencial anti-inflamatério,
anti-hiperalgésico, antidepressivo e determinou a seguranga, por toxicidade aguda e subaguda do
extrato hidroetandlico de cascas de frutos de C. adamantium. O extrato apresentou propriedades
anti-inflamatoria, anti-hiperalgésica e antidepressivas em roedores, sem causar toxicidade.

O extrato metandlico (70%) da polpa das frutas de C. adamantium foi avaliado em relagdo
a composicao quimica e a capacidade antioxidante; apresentou contetdo relevante de catequinas

e capacidade antioxidante (ALVES et al., 2017).
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O extrato etanolico e as fraces hexanica, diclorometano, acetato de etila , aquosa e
concentradas de tanino das folhas de C. adamantium foram submetidos ao biomonitoramento para
isolar e identificar substancias e testar a atividade antimicrobiana. A substancia stictane-3,22-diol
foi isolada e identificada no extrato etandlico a partir da fragdo hexanica; o cido valdnico e o0 &cido
galico foram isolados e identificados a partir da fracdo aquosa concentrada de taninos; a atividade
antibacteriana foi verificada para a fracdo hexanica; a atividade antifingica foi observada, para a
fracdo aquosa e fracdo aquosa concentrada de taninos e para o acido val6nico (SA et al., 2018).

Analisou-se o perfil quimico, dos extratos diclorometanicos de polpa e cascas dos frutos
de C. adamantium e diversas substancias foram identificadas. Os extratos apresentaram atividade
antiproliferativa e a substancia isolada 4°,6’-diidroxi-3’,5’-dimetil-2’-metoxichalcona apresentou

a maior atividade antiproliferativa entre as amostras (LIMA et al., 2018).

1.2 Campomanesia xanthocarpa O. Berg

C. xanthocarpa O. Berg, conhecida popularmente como gabiroba, é uma arvore frutifera
que pode atingir até 15 metros de altura (LORENZI, 2008). Encontrada nas regides Centro-Oeste
(LIMA et al., 2017), Sul e no bioma Cerrado (LORENZI, 2008), no Brasil; é encontrada também
na Argentina, Paraguai e Uruguai (LORENZI et al., 1992). Possui propriedades medicinais, sendo
usada popularmente para disenteria, problemas estomacais, inflamacdo (ALICE et al., 1995); para
combater diarréia, reumatismo e diminuir colesterol (BALLVE et al., 1995); para combater febre
(TROJAN-RODRIGUES et al., 2012), obesidade ( DICKEL et al., 2007) e doencas urinarias
(CORREA, 1974).

Estudos sobre a composicdo quimica de C. xanthocarpa indicaram a presenca de
flavonoides glicosilados nas folhas, tais como miricitrina e rutina (SCHMEDA-HIRSCHMANN,
1995). Fernandes e Vargas (2003) analisaram o potencial mutagénico e antimutagénico da infusdo
das folhas de C. xanthocarpa, utilizando o ensaio Salmonella / microssoma, TA98, TA97a, TA100
e TA1535 estirpes de Salmonella typhimurium. e evidenciaram sinais de atividade mutagénica
apenas na Salmonella / microssoma (TA97a).

O extrato hidroalcodlico 70% das folhas de C. xanthocarpa foi avaliado quanto a atividade
antiulcerogénica, toxicidade aguda e perfil fitoquimico. A administracdo oral do extrato a 400 mg
kg™ se mostrou eficaz na prevencéo da ulceracéo gastrica em ratos e ndo produziu sintomas toxicos
agudos em camundongos em doses de até 5 g kg; o perfil fitoquimico indica a presenca de
flavonoides, saponinas e taninos (MARKMAN et al., 2004).

Klafke et al. (2010) relataram que o uso de capsulas contendo folhas secas trituradas da C.

xanthocarpa nas doses de 250 e 500 mg reduziu o nivel de colesterol total e da lipoproteina de
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baixa densidade, além do estresse oxidativo do plasma em pacientes com hipercolesterolemia e
identificaram a presenca de saponinas, taninos, terpenos e flavonoides.

Klafke et al. (2012) avaliaram o extrato aquoso das folhas de C. xanthocarpa para as
atividades antiplaquetaria, antitrombotica e fibrinolitica em camundongos e em humanos. O
extrato foi capaz de inibir o adenosina difosfato sintético (ADP), ndo apresentou efeito citotoxico,
sugerindo uma fonte natural com efeitos antitromboticos devido a capacidade de inibir a agregagéo
plaquetaria e por meio da atividade fibrinolitica.

Pereira et al. (2012) estudaram os frutos in natura (a pele, a polpa e as sementes) de C.
xanthocarpa e verificaram alta quantidade de compostos fendlicos, incluindo &cido clorogénico,
aléem de potencial antioxidante empregando 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico
(ABTS).

O extrato hidroalcodlico (70%) dos frutos de C. xantocarpa foi submetido a avaliacdo da
composicao quimica, das propriedades antimicrobianas e antidiarreicas. O estudo fitoquimico
preliminar indicou a presenca de flavonoides, saponinas e taninos. A atividade antimicrobiana foi
significativa, porém o extrato ndo mostrou atividade antidiarréicas significativa (SOUZA-
MOREIRA et al., 2011).

O extrato hidroetandlico, obtido por ultrassom, e a infusdo das folhas de C. xanthocarpa
foram submetidos ao perfil cromatografico e atividade antioxidante (DPPH); obteve-se percentual
de inibicdo para a infusdo no periodo vegetativo de 82,92 % e reprodutivo de 85,40 % e o
percentual de inibicdo para extrato hidroetandlico no periodo vegetativo 90,71 % e para o periodo
reprodutivo 91,23 % (KATAOKA & CARDOSO, 2013).

O extrato aquoso das folhas de C. xanthocarpa apresentou atividade contra Trichomonas
vaginalis com valor de concentragéo inibitoria minima de 4, 0 mg mL™ , atingindo 100% de
eficacia contra o parasita. Os ensaios de crescimento cinético mostraram que 0s extratos
promoveram a completa inibigdo do crescimento apds 4 h de incubacdo (BRANDELLI et al.,
2013).

O efeito da genotoxicidade da infusédo das folhas de C. xanthocarpa, no sistema de A. cepa
avaliados por Pastori et al. (2013), indicou que a infusdo apresentou atividade antiproliferativa
[extratos aquosos (6 e 30 mg mL™) levaram a uma reducéo de 67,7% e 34,1% do indice mitotico,
respectivamente].

Um estudo preliminar avaliou a infusdo das folhas de C. xanthocarpa no controle do peso
de ratos Wistar machos, que receberam uma dieta hipercaldrica (3,8 cal g) por 30 dias. Observou-
se uma diminui¢do no ganho de peso, nos niveis de glicose no sangue e reducao de 15% no nivel

de glicose plasmatica. No entanto, o efeito hipocolesterolémico néo foi verificado (BIAVATT et
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al., 2004).

Viecili et al. (2014), em importante estudo clinico, sobre individuos colesterolémicos,
avaliaram a influéncia do encapsulado do p6 das folhas de C. xanthocarpa. Os dados mostraram
significativa reducdo do estresse oxidativo e dos componentes inflamatorios concomitante ao
aumento também significativo do 6xido nitrico em individuos hipercolesterolémicos, tratados com
1000 mg de extrato das folhas de C. xanthocarpa encapsulados. 1sso, quando comparado ao grupo
controle, que recebeu placebo. Tal resultado sugere que as folhas de C. xanthocarpa promove a
reducdo da inflamacéo e do estresse oxidativo e apresentam efeitos protetores sobre o endotélio
(VIECILI et al., 2014).

No extrato aquoso, aquecido a 37<C, por 30 minutos, das folhas de C. xantocarpa foi
identificado acido galico, acido clorogénico, rutina, quercetina e kaempferol. Verificou-se que
exerceu maior atividade anti-inflamatéria e efeito antioxidante que o acido acetil salicilico.
Considerando que a inflamacéo é uma condicdo comum da doenca aterosclerética, o extrato foi
capaz de atenuar os marcadores pré-inflamatorios, como IL-6, IL-1, TNF-a e IFN-y, aumentar os
niveis séricos de IL-10 e LDLr-KO, diminuir os niveis séricos da lipoproteina oxidada de baixa
densidade (ox-LDL) e diminuir os anticorpos anti-oxLDL (KLAFKE et al., 2016).

O extrato hidroetandlico 70%, obtido por maceracdo, das folhas de C. xanthocarpa e 0s
compostos 2',6'-diidroxi-3'-metil-4'-metoxichalcona e 2',4'-diidroxi-3',5'-dimetil-6'-
metoxichalcona exibem propriedades anti-inflamatorias, inibindo significativamente o edema da
pata, reduzem migracdo de leucdcitos e o vazamento de proteina para a cavidade pleural (SILVA
etal., 2016).

O extrato aquoso, aquecido a 37<C, por 30 minutos, de C. xanthocarpa apresentou agao
antiagregante plaquetaria em individuos saudaveis. Os grupos que receberam C. xanthocarpa
(1000 mg) e &cido acetil salicilico (50 mg), separadamente tiveram um efeito antiplaquetario mais
curto, quando comparados ao grupo que recebeu a associ¢do de C. xanthocarpa 500mg + acido
acetil salicilico 50 mg (OTERO et al., 2017).

Vinagre et al. (2010) observaram que a decocgéo das folhas de C. xanthocarpa (20 g L)
pode auxiliar no tratamento do diabetes melitos em ratos Wistar, induzidos por estreptozotocina
(70 mg / kg / peso corporal). 1sso porque ocorreu uma reducdo de 26% dos niveis de glicose no
sangue e ndo houveram alterac6es patologicas glomerulares ou tubulares (diabéticos apresentaram
nefropatia diabética tipica), o que sugere que o tratamento pode reduzir a lesdo no pancreas e ter
um efeito anti-inflamatorio nos rins.

Avaliou-se a influéncia da infusdo das folhas de C. xanthocarpa na pressao arterial sistolica

e diastolica e na frequéncia cardiaca de Ratos Wistar normotensos submetidos a cateterizacao da
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artéria cardtida e veia jugular, para mensuragdo dos pardmetros hemodindmicos e administragdo
do extrato. A presséo arterial diminuiu com o extrato, de 50 mg kg, de maneira dose-dependente
e a frequéncia cardiaca foi reduzida na presenca do extrato, de 50 e 200 mg kg™. Compostos
fenolicos, como acido galico, quercetina e acido clorogénico, foram identificados durante a analise
fitoquimica (SANT’ANNA et al., 2017).

1.3 Campomanesia pubescens (D.C.) O. Berg

A espécie Campomanesia pubescens (D.C.) O. Berg é nativa do Brasil, encontrada
amplamente no Cerrado das regides Sudeste e Centro-Oeste, bem como em outros paises da
América do Sul (DOUSSEAU et al., 2011). E um arbusto frutifero e os frutos apresentam polpa
suculenta de sabor acidulado (LORENZI et al., 2006), sdo consumidos in natura, na forma de
doces e licores (ALICE et al., 1995). Popularmente conhecida como gabirobeira, as folhas
apresentam propriedades importantes no combate a diarreia, febre e doencas urinarias (ALICE et
al., 1995) e as folhas e cascas do caule sdo utilizadas na medicina popular, na forma de decocc¢éo
ou infusdo, no tratamento de infec¢bes do aparelho urindrio e no combate da diarréia
(RODRIGUES & CARVALHO, 2001).

Estudos quimicos com as folhas de C. pubescens relataram a presenca de miricitrina
(SCHMEDA-HIRSCHMANN, 1995). O extrato hexanico das folhas de C. pubescens possue
sesquiterpenos e triterpenos. O extrato hexanico demonstrou baixa atividade antioxidante, pelo
método do DPPH (que reage com amostras polares), e alta atividade antioxidante, conforme o
método B-caroteno / &cido linoleico (que reage com amostras ndo-polares) (CARDOSO et al.,
2009).

O extrato hexanico obtido dos frutos de C. pubescens foi investigado em sua composicao
quimica e foram identificadas trinta e quatro substancias volateis, da fracdo hexanica, e
flavonoides, da fracdo metanolica (7-hidroxi-5-metoxi-6-metilflavavona; 5,7-diidroxi-6-
metilflavanona; 5,7-diidroxi-8-metilflavanona; 5,7-diidroxi-6,8-dimetilflavanona; 2’°,4’-diidroxi-
6’-metoxichalcona; e 2°, 4’- diidroxi-3’,5’-dimetil-6’-metoxichalcona). O extrato foi avaliado pelo
método de microdiluicdo, frente a Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Salmonella setubal, Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans. O extrato hexanico inibiu
0 crescimento de todos os microrganismos testados (CARDOSO et al., 2010).

Os extratos etandlicos de diferentes partes (raizes, caules, folhas e frutos) de C. pubescens
apresentaram atividade antioxidante; o extrato etandlico das folhas foi o que apresentou melhor

atividade antioxidante e também maior concentracdo de compostos fendlicos e proantocianidinas
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(CHANG et al., 2011).

O extrato hidroetandlico das folhas de C. pubescens ndo apresentou toxicidade cronica em
diferentes concentracbes, quando administrados por gavagem oral, por 90 dias em ratos; e
apresentaram significativa reducdo dos mondcitos, o que sugere uma provavel atividade anti-
inflamatoria do extrato (GUERRERO et al., 2010).

Os extratos hexanico e acetato de etila dos frutos de C. pubescens foram submetidos a
investigacdo quimica, a avaliacdo da atividade antioxidante, teores de compostos fenolicos e a
avaliacdo do efeito antiproliferativo. No extrato hexanico dos frutos foram isoladas duas chalconas
(2’,4’-diidroxi-3",5’-dimetil-6’-metoxichalcona e 2’,4’-diidroxi-5’-metil-6’-metoxichalcona).
Todas as amostras analisadas apresentam potencial antioxidante e as substancias isoladas
demonstraram efeito antiproliferativo (CARDOSO et al., 2013).

O extrato etandlico das folhas de C. pubescens foi submetido a analise de composicao
quimica, potencial antioxidante e citotoxicidade e a genotoxicidade. Foram identificadas as
seguintes substancias: 7-hidroxi-6-metil-5-metoxiflavanona, 5,7-diidroxi-6-metilflavanona, 5,7-
diidroxi-8-metilflavanona, 2,4 -diidroxi-6"-metoxichalcona, 5,7-diidroxi-6,8dimetilflavanona,
2",4"-diidroxi-5"-metil-6"-metoxichalcona e 2°,4"-diidroxi-3",5 -dimetil-6"-metoxichalcona. O
extrato apresentou atividade antioxidante e efeitos citotdxicos na divisdo celular e aumento de
alteragOes cromossomicas no teste de Allium cepa (CATELAN et al., 2018a).

O extrato etandlico de frutos de C. pubescens mostrou efeitos antidepressivos e
ansioliticos; e nele foram identificadas as substancias 2-hidroxi-3'-metil-4', 6'-dimetoxichalcona,
7-hidroxi-5-metoxi-6-metilflavanona, 5-hidroxi-7-metoxi-8-metilflavanona, 2 ', 4'-diidroxi-3'5'-
dimetil-6'-metoxichalcona e 2 '4'-diidroxi-5' -metil-6'-metoxichalcona (VILAS BOAS et al.,
2018a).

Os testes realizados em ratos apontaram que o extrato etandlico da polpa dos frutos de C.
pubescens ndo apresentou efeitos genotoxicos ou clastogénicos significativos, e também nao
apresentou toxicidade. Em relacdo a composicdo, foram identificados cinco flavonoides (2-
hidroxi-3'-metil-4',6'-dimetoxichalcona , 7-hidroxi-5-metoxi-6-metilflavanona, 5-hidroxi-7-
metoxi-8-metilflavanona, 2',4'-diidroxi-3', 5'-dimetil-6'-metoxichalcona e 2',4'-diidroxi-5'-metil-
6'-metoxichalcona) (VILAS BOAS et al., 2018b).

O extrato etanodlico de frutos de C. pubescens foi avaliado em relagdo a composicao
quimica e foram identificados cinco flavonoides (2-hidroxi-3'-metil-4',6'-dimetoxichalcona, 7-
hidroxi-5-metoxi-6-metilflavanona,  5-hidroxi-7-metoxi-8-metilflavanona, 2',4'-diidroxi-3',5'-

dimetil-6'-metoxichalcona e 2',4'-diidroxi-5'-metil-6'-metoxichalcona). Avaliou-se, também, o

19



potencial tdxico, por meio de testes de toxicidade aguda e crénica em ratos e os resultados
demonstram a baixa toxicidade nos dois testes (VILAS BOAS et al., 2018c).

1.4 Campomanesia guazumifolia (Cambess.) O. Berg

A espécie Campomanesia guazumifolia (Cambess.) O. Berg € nativa do Brasil (SOBRAL
et al., 2013) conhecida popularmente pelos nomes de sete-capotes, sete-capas, capoteira, sete-
casacas (LEGRAND & KLEIN, 1978) arazeiro e aragca-do-mato (LORENZI, 2002); é utilizada na
medicina popular no tratamento de diarreia e de enfermidades hepéticas (BRANDAO, 1991;
DORIGONI et al., 2001).

Existem poucos estudos disponiveis na literatura a respeito da composicdo quimica e das
propriedades bioldgicas das folhas de C. guazumifolia. A infusdo das folhas de C. guazumifolia
ndo demostrou sinais clinicos de toxicidade, o que sugere que a DLso esta acima de 5000 mg kg™.
A exposicdo subaguda ndo levou a alteracbes significativas nos parametros hematoldgicos e
bioquimicos e na histologia dos 6rgaos. Apresentou potencial anti-inflamatério, por diminuir a
migracdo de leucdcitos, formacdo de edema de pata induzido pela injecdo intraplantar de
carragenina, hiperalgesia mecénica e a sensibilidade ao frio. As folhas de C. guazumifolia
apresentam trés flavonoides glicosilados e um &cido ciclo hexanocarboxilico: quercetina pentose,

quercetina deoxihexosideo, miricetina deoxihexosideo e acido quinico (CATELAN et al., 2018b).

1.5 Campomanesia sessiliflora (O. Berg) Mattos

A Campomanesia sessiliflora O. Berg, espécie nativa denominada guabirobeira-verde €
encontrada em Cerrados e campos do Brasil Central, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul
(LORENZI et al., 2006). A infuséo das folhas é usada na medicina popular no tratamento de
doencas diarreicas e da bexiga (PIVA, 2002). Assim como C. guazumifolia, existem poucos
estudos disponiveis na literatura a respeito da composi¢do quimica e propriedades biologicas das
folhas de C. sessiliflora. O extrato hidroetanolico e a infusdo das folhas de C. sessiliflora, foram
analisados e apresentaram similaridade no perfil cromatografico e na atividade antioxidante
(KATAOKA & CARDOSO, 2013).
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2. Objetivos

2.2. Objetivo Geral
Avaliar composicdo quimica e propriedades bioldgicas por meios de testes in vivo e in vitro

de extratos das folhas de espécies do género Campomanesia.

2.1. Objetivos Especificos

Capitulo 2 - Evaluation of the toxicity and anti-inflammatory activities of the infusion of leaves of
Campomanesia guazumifolia (Cambess.) O. Berg.
1) Avaliar a composicao quimica da infusdo das folhas de C. guazumifolia, por injecéo direta
no modo FIA-ESI-IT-MS.
2) Analisar a toxicidade aguda e subaguda em camundongos da infusdo das folhas de C.
guazumifolia.
3) Analisar a atividade anti-inflamatéria da infusdo das folhas de C. guazumifolia utilizando
0s metodos de pleurisia e edema de pata induzida por carragenina, hiperalgésia mecanica

e estimulacédo térmica.

Capitulo 3 — Cytotoxicity, Genotoxicity, Antioxidant Potential and Chemical Composition of
Leaves of Campomanesia pubescens (Mart. ex DC.) O.Berg.
1) Awvaliar a composicdo quimica do extrato etandlico das folhas de C. pubescens por
CLAE-DAD.
2) Determinar o potencial antioxidante do extrato etanolico das folhas de C. pubescens
empregando o radical livre DPPH.
3) Avaliar a citotoxicidade e a genotoxicidade do extrato etandlico das folhas de C.

pubescens no ensaio com sementes de Alluim cepa.

Capitulo — 4 - Composicéo quimica, atividades antioxidante e antibacteriana de chas das folhas de
Campomanesia guazumifolia (Cambess.) O. Berg.

1) Avaliar a composi¢cdo quimica de chas (infusdo e decoc¢édo) das folhas de C. guazumifolia.
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e Avaliar o teor de compostos fendlicos empregando o reagente de Folin-Ciocalteau.
e Determinar a composi¢ao quimica por injecdo direta empregando FIA-ESI-IT-MS.
e Identificar aminoacidos empregando CLAE-DAD.
2) Analisar a estabilidade de chas das folhas de C. guazumifolia.
3) Determinar o potencial antioxidante de chas das folhas de C. guazumifolia, pelos métodos
FRAP, ABTS e DPPH.

4) Avaliar a atividade antibacteriana de chas das folhas de C. guazumifolia.

Capitulo — 5 - Avaliacao do potencial fotoprotetor e da estabilidiade de formulacdes preparadas
com extratos aquosos de espécies do género Campomanesia.
1) Avaliar o teor de compostos fendlicos, flavonoides, atividade antioxidante, potencial
fotoprotetor de extratos obtidos por infuséo das folhas de C. guazumifolia, C. adamantium,
C. sessiliflora e C. xanthocarpa.
2) Auvaliar o potencial fotoprotetor dos extratos associados entre as espécies do género
Campomanesia e metoxicinamato de octila.
3) Selecionar uma amostra para incorporagdo a forma farmacéutica semissélida e avaliar a
estabilidade.
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