UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Avaliagado quimica e biolégica de Maytenus dasyclada Mart. e

Maytenus cassineformis Reissek (Celastraceae)

MELISSA SCHWANZ

PORTO ALEGRE, 2012






UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Avaliagao quimica e biolégica de Maytenus dasyclada Mart. e

Maytenus cassineformis Reissek (Celastraceae)

Tese apresentada por Melissa
Schwanz para obtencdo do TiTULO
DE DOUTOR em Ciéncias
Farmacéuticas

Orientadora: Prof. Dra. Amélia T. Henriques

Porto Alegre, 2012



Tese apresentada ao Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas, em nivel doutorado académico, da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul e aprovada em 04.12.2012, pela

banca examinadora constituida por:

Profa. Dra. Edna Sayuri Suyenaga
FEEVALE

Prof. Dr. Mario Luiz Conte da Frota Junior

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Profa. Dra. Vania Floriani Noldin

Universidade do Vale do ltajai

Schwanz, Melizsa

Avaliacdo quimica e bicldgica de Maytenus dasyclada
Mart. e Maytenus cassineformis Reissek
(Celastraceae) / Melissa Schwanz. -- 2012.

226 f.

Orientadora: Am&lia T. Henriques.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Faculdade de Farmacia, Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Porto Alegre, BER-
RS, 2012.

1. Maytenus dasyclada. Z. Maytenus cassineformis.
3. Gastroprotegdo. 4. Anti-inflamatdério. 5.
Entioxidante. I. Henriques, Amélia T., orient. IT.
Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geracéo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).



Este trabalho foi desenvolvido no Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), nas
dependéncias do Laboratério de Farmacognosia e da Central Analitica (PPGCF),
pertencentes a Faculdade de Farmacia da UFRGS, na cidade de Porto Alegre, RS.
Alguns experimentos foram realizados no Laboratorio de Farmacologia in vivo,
pertencente ao Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade do Vale do

ltajai (UNIVALI), ltajai, SC.






A minha amada, querida e saudosa mée.

Responsavel pela formagdo do meu carater e meus valores.
Saudade...

“...ndo saber como encontrar tarefas que lhe

cessem o pensamento, ndo saber como frear as

lagrimas diante de uma musica, ndo saber como

vencer a dor de um siléncio que nada preenche”.

Martha Medeiros






AGRADECIMENTOS

A professora Dr®. Amélia T. Henriques pela oportunidade, incentivo e exemplo de
postura cientifica.

A todas as pessoas que possibilitaram a realizacdo deste trabalho, por meio da
disponibilizacdo de materiais e equipamentos, ou simplesmente por uma ideia
iluminadora: Dr. Sérgio Faloni de Andrade, Dr. Altemir A.J.Mossi, Dr. Miriam Anders
Apel e Dr. Sérgio Bordignon.

Aos colegas e amigos Leandro N. Francescato, Roger R. Dresch e a grande amiga
Vanusa Manfredini pela disponibilidade e ajuda imensa na realizagdo de alguns
experimentos.

Durante todos estes anos, dividida entre o trabalho e o doutorado, alguns colegas e
amigos do laboratério de Farmacognosia contribuiram muito na minha jornada. A
estes um imenso agradecimento: Aline, Carolina, Marina e Renata. Outros, néo
menos importantes, proporcionaram momentos importantissimos de descontracio:
Claudia, Douglas, Eduardo, Graziele, Julia, Juliana, Leticia, Luis, Rafaela, Raquel e
Tiago.

A todos os meus familiares pela atencdo, apoio, carinho e cuidados tdo especiais.
Em especial as minhas tias-méaes: Elaine e Vania, e minha prima-irma Priscila.

Ao meu pai, grande incentivador.

Ao meu irmao e amigo Thiago, pela disponibilidade e tentativa em ajudar.

Ao meu paciente, amoroso, carinhoso, solicito e compreensivo Cris, pelo
companheirismo nos momentos dificeis.

A Deus por ndo me permitir esmorecer e colocar no meu caminho oportunidades e

pessoas especiais.






“Se o dinheiro for a sua esperancga de independéncia, vocé
Jamais a tera. A unica seguranga verdadeira consiste numa

reserva de sabedoria, de experiéncia e de competéncia”

Henry Ford






RESUMO

O género Maytenus, pertencente a familia Celastraceae € um dos maiores da
familia, constituido por cerca de 225 espécies distribuidas nos tropicos. Espécies de
Maytenus sao utilizadas na medicina popular de diversos paises. No Brasil, M.
iliciflolia e M. aquifolium sao amplamente usadas pela populagdo como
antiulcerogénicas, anti-inflamatérias e antitumorais. Desta forma, este trabalho
propés-se a estudar as folhas das espécies vegetais M. dasyclada Mart. e M.
cassineformis Reiss., nativas do Rio Grande do Sul, caracterizando-as quanto a
aspectos quimicos e biologicos. Para isso, obteve-se extratos das folhas das
espécies utilizando o aparelho de soxhlet e os seguintes solventes: hexano, acetato
de etila e etanol, em ciclos de 12 horas consecutivas para cada solvente. Também
foi obtido um extrato aquoso por decocgado das folhas da espécie. Estes extratos
foram analisados por técnicas cromatograficas (CLAE-UV e CLAE-UV-IES-MS) e
quantificados através de espectroscopia no UV. Os extratos hexanico, acetato de
etila e etandlico, de ambas as espécies, foram caracterizados quanto as atividades
antioxidante (ensaios de TRAP, inibicdo de radicais hidroxil e 6xido nitrico, e inibicdo
da peroxidacdo lipidica e oxidagcdo de proteinas) e anti-inflamatéria (ensaio de
quimiotaxia leucocitaria), ambos in vitro. Através do ensaio cometa, in vitro, avaliou-
se o potencial genotdxico dos extratos. Por fim, os mesmos foram testados quanto a
atividade antiulcerogénica in vivo, por meio de inducao de ulceras agudas por etanol
e anti-inflamatérios ndo esterdides (AINEs). Parametros de secregdo gastrica
também foram avaliados (volume, pH e acidez total) pelo modelo de ligadura de
piloro, e a produgdo de muco no conteudo gastrico foi determinado. No intuito de
elucidar possiveis mecanismos de agao gastroprotetor os ensaios de L-NAME e
NEM foram desenvolvidos. As analises quimicas revelaram a presenca dos
flavonoides quercetina e canferol nos extratos acetato de etila e etandlico das
espécies, bem como a presenga de derivados da galocatequina e derivados 3-7-O-
diglicosilados de canferol e 3-O-triglicosilado de quercetina. O extrato acetato de
etila de ambas as espécies demonstraram o maior conteudo de polifendis totais
(53,58 + 0,43 e 43,65 £ 0,80 mg/g de acido galico equivalente) e o maior conteudo
de flavonoides totais (3,72 £ 0,27 e 3,19 + 0,32 mg/g de quercetina equivalente),

para extratos de M. cassineformis e M. dasyclada, respectivamente. Os extratos das



duas espécies demonstraram ainda um efeito inibidor importante da migracéo de
leucdcitos, obtendo valores de I1Csq de 0,2594 ug/mL, 0,6114 pg/mL e 0,7560 pg/mL,
para os extratos etandlico, acetato de etila e hexanico de M. dasyclada,
respectivamente. Para M. cassineformis os valores de 1Cso foram de 0,3182 pg/mL,
0,3751 pg/mL e 0,2916 pg/mL, para os extratos etandlicos, acetato de etila e
hexanico, respectivamente. A atividade antioxidante dos extratos acetato de etila e
etandlico das duas espécies foi demonstrada nos ensaios de atividade antioxidante
total (TRAP), em que houve inibigao significativa da quimioluminescéncia formada
pelo luminol; e atividade contra os radicais hidroxil demonstrando efeito significativo
na prevencgéo da degradacéo da desoxirribose. Os extratos foram ainda capazes de
inibir a peroxidagao lipidica, pelo ensaio de formagcdo de TBARS, e oxidagdo de
proteinas, pelo método do carbonil. Nenhum dos extratos pesquisados evidenciou
efeito genotdxico no ensaio cometa in vitro. Os extratos acetato de etila e etandlico
de M. dasyclada exerceram atividade antiulcerogénica demonstrada nos ensaios de
ulcera induzida por etanol e AINEs, interferindo na secreg¢ao de acido, e, também,
interferindo nos mecanismos citoprotetores, aumentando a secre¢ao de muco. Os
mecanismos gastroprotetores podem estar relacionados ao efeito antioxidante,
demonstrados pela inibicdo de 6xido nitrico e compostos sulfidrila. Os resultados
obtidos neste trabalho representam as primeiras contribuicdes para elucidar
compostos quimicos e potenciais atividades biologicas das espécies M.
cassineformis e M. dasyclada. Os extratos demonstraram atividades biolégicas
promissoras, relacionadas ao alto conteudo de compostos fendlicos presentes nas

especies.

Palavras-chave: Maytenus dasyclada, Maytenus cassineformis, compostos fendlicos,
antiulcera, quimiotaxia, atividade antioxidante.



ABSTRACT

Chemical and biological activities from Maytenus dasyclada Mart. and

Maytenus cassineformis Reissek (Celastraceae)

The genus Maytenus, belonging to the Celastraceae family is one of the largest
family, comprising about 225 species distributed in the tropics. Maytenus species are
used in folk medicine in many countries. In Brazil, M. iliciflolia and M. aquifolium are
widely used by the population as antiulcer, anti-inflammatory and antitumor. Thus,
this project aimed to study the leaves of the plant species M. dasyclada Mart. and M.
cassineformis Reiss., natives from Rio Grande do Sul, characterizing them as the
chemical and biological aspects. Therefore, was held the extraction of the leaves of
species using soxhlet and the following solvents: hexane, ethyl acetate and ethanol,
in cycles of 12 hours consecutives for each solvent. Also an aqueous extract was
obtained by decoction of the leaves of the species. These extracts were analyzed by
chromatographic techniques (HPLC-DAD and HPLC-DAD-ESI-MS) and quantified by
UV spectroscopy. The extracts hexane, ethyl acetate and ethanolic of both species
were characterized for antioxidant activity (TRAP assay, inhibition of hydroxyl and
nitric oxide radicals, and inhibition of lipid peroxidation and protein oxidation) and
anti-inflammatory (chemotaxis assay), both in vitro. Through the comet assay in vitro,
we evaluated the genotoxic potential of the extracts. Finally, they were tested for
antiulcer activity in vivo, by induction of acute ulcers by ethanol and anti-inflammatory
drugs. Gastric secretion parameters were also evaluated (volume, total acidity and
pH) at pylorus ligature model, and the production of mucus in the gastric contents
was determined. In order to elucidate possible mechanisms of gastroprotective action
assays of L-NAME and NEM were developed. Chemical analysis revealed the
presence of flavonoids quercetin and kaempferol in ethyl acetate and ethanolic
extracts of species and the presence of gallocatechin derivatives and kaempferol 3-
7-O-diglicosidic and quercetin 3-O-triglicosidic. The ethyl acetate extracts of both
species showed the highest amount of total polyphenols (53.58 + 0.43 and 43.65 +
0.80 mg gallic acid equivalent/g) and highest content of flavonoids (3.72 £ 0.27 and
3.19 = 0.32 mg quercetin equivalents/g), for M. cassineformis and M. dasyclada

extracts, respectively. The extracts of both species also showed an inhibitory effect



on leukocyte migration importantly, getting ICso values of 0.2594 pg/mL, 0.6114
Mg/mL and 0.7560 pg/mL for ethanolic, ethyl acetate hexane and M. dasyclada
respectively. For M. cassineformis the 1Csy values were 0.3182 ug/mL, 0.3751 pg/mL
and 0.2916 ug/mL, the ethanol extracts, ethyl acetate and hexane, respectively. The
antioxidant activity of the ethyl acetate and ethanol extracts from both species was
demonstrated in tests of total antioxidant activity (TRAP), in which there was
significant inhibition of luminol chemiluminescence, and activity against hydroxyl
radicals demonstrating significant effect in preventing the degradation of
deoxyribose. The extracts were still able to inhibit lipid peroxidation by TBARS
formation assay, and protein oxidation as measured by the carbonyl. Extract showed
no genotoxic effects in the comet assay in vitro. The ethyl acetate and ethanolic M.
dasyclada extracts exerted antiulcer activity demonstrated in the experimental ulcer
induced by ethanol and NSAIDs, interfering in acid secretion, and also interfering
with the cytoprotective mechanisms, increasing mucus secretion. Gastroprotector
mechanisms may be related to antioxidant effects, demonstrated by the inhibition of
nitric oxide and sulfhydryl compounds. The results obtained in this study represent
the first contributions to elucidate chemical compounds and biological activities
potential of the species M. cassineformis and M. dasyclada. The extracts showed
promising biological activities, related to the high content of phenolic compounds

present in the species.

Keywords: Maytenus dasyclada, Maytenus cassineformis, phenolic compounds,

antiulcer, chemotaxis, antioxidant.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1

Figura 1.1 Maytenus cassineformis ReiSSeK..........ccccccccoiiiiiiiiiiiiiiieie 42
Figura 1.2 Maytenus dasyclada Martius................c.ccccceeeeereceeeeeeeeeeeeeneennn 43
Figura 1.3 Alcaloides piridinicos sesquiterpénicos poliésteres do tipo 47
b= Lo (011 (o] 18] a 10 F= 1< OO PPPPPP
Figura 1.4  Estruturas de triterpenos  quinonametidicos em

48
MAYTENUS.......oooiiiiiiee e e e e e e e e e
Figura 1.5 Triterpenos e esteroides descritos para Maytenus.......................... 49
Figura 1.6 llicifolinosideos isolados de M. ilicifolia................cccccccccciiiiiiiiiinnnns 49

Figura 1.7 Representagcdo esquematica da rota biossintética dos gzo
FlAVONOIAES. ... .o —————

Figura 1.8 Estruturas representativas de flavan-3-ols............ccccccccccoiinininnnes 53
Figura 1.9 Estruturas representativas de catequinas..............cccccevviiiiiciinnenn..

Figura 1.10 Estruturas dos flavonoides trifolina e hiperina.................ccccevveeeee.

54
CAPITULO 2
Figura 2.1 Cromatograma obtido por analise em CLAE do extrato hexanico
de M. cassineformis no comprimento de onda de 254 nm, com
representacdo do espectro de UV dos principais PiCoS.........ccooveveveueeeeeeenenns, 83

Figura 2.2 Cromatograma obtido por analise em CLAE do extrato hexanico
de M. dasyclada no comprimento de onda de 254 nm, com representagéo
do espectro de UV dos prinCipais PICOS.......cceeiiiiiiiiiiiiiieiieae e e e



Figura 2.3 Cromatograma obtido por analise em CLAE do extrato acetato de
etila de M. cassineformis no comprimento de onda de 254 nm, com
representacdo do espectro de UV dos principais picos observados do tempo
0@ 40 MINUEOS. ... e e e e e a e e e e e e e e eeeeaaaeeeeeeaeees

Figura 2.4 Cromatograma obtido por analise em CLAE do extrato acetato de
etila de M. cassineformis no comprimento de onda de 254 nm, com
representacao do espectro de UV dos principais picos observados do tempo
412 70 MINULOS. ...t e e e e et e e e e e e taan e e e e e eeennns

Figura 2.5 Cromatograma obtido por analise em CLAE do extrato acetato de
etila de M. dasyclada no comprimento de onda de 254 nm, com
representacédo do espectro de UV dos principais picos observados.................

Figura 2.6 Cromatogramas obtidos por analise em CLAE dos extratos
acetato de etila de M. cassineformis e M. dasyclada, e os padrbes quercetina
e canferol no comprimento de onda de 254 NM........ccoooieiiiiiiiiiiii e

Figura 2.7 Cromatograma obtido por analise em CLAE do extrato etandlico
de M. cassineformis no comprimento de onda de 254 nm, com representagcao
do espectro de UV dos principais picos observados............ccccceeevveeeeiieeeennnnnns

Figura 2.8 Cromatograma obtido por analise em CLAE do extrato etandlico
de M. dasyclada no comprimento de onda de 254 nm, com representagao do
espectro de UV dos principais picos observados.............ccccoeeeeeiiiiieiiiiececnieeen,

Figura 2.9 Cromatogramas obtidos em analise por CLAE dos extratos
aquosos de M. cassineformis e M. dasyclada...............cccoeeeeeiiiiiiiiiiiiiiinnn,

Figura 2.10 Cromatogramas a 254 nm e espectros de absor¢do no UV
obtido em analise por CLAE das substancias quimicas de referéncia
epicatequina, galocatequina, quercetina e canferol...............ccccoooviiiiiiiin.

Figura 2.11 Cromatogramas a 254 nm, normalizados no maior pico de cada
cromatograma, obtidos em analise por CLUE-DAD dos diferentes extratos de
M. cassineformis € M. dasyclada................cccccuuuiieiiiiiiiiiiiiiiiiceeeee e

Figura 2.12 Cromatogramas a 254 nm, normalizados em 500000 unidades
de absorvancia, obtidos em analise por CLUE-DAD dos diferentes extratos
de M. cassineformis € M. dasyclada................ccccoovmumuiiiiiiiiiiiiieeee e,

86

87

87

88

90

91

93

93

95

96



Figura 2.13 Espectros EM-EM [M-H]- para o composto 12, canferol, no
extrato acetato de etila da espécie M. cassineformis...................cccccccuvvvvvnnnnnnn.

Figura 2.14 Espectros EM-EM [M-H]- para o composto 12, canferol, no
extrato acetato de etila da espécie M. dasyclada..............cccccovvvviiiiiiiiiiiinnnnnn..

Figura 2.15 Espectro EM-EM [M-H]- para o composto 12, canferol, no
extrato etanodlico da espécie M. dasyclada.................oeeeeeeeeeiiiiiiiiiiiis

Figura 2.16 Espectro EM-EM [M-H]- para o composto 12, canferol, no
extrato hexanico da espécie M. dasyclada...............ccceeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiis

Figura 217 Espectro EM-EM [M-H]- para o composto 12,
(o7 01 =T (o) PSRRI

Figura 2.18 Espectro EM-EM [M-H]- para o composto 11, quercetina, em
extrato acetato de etila de M. casSSIiNefoOrmMis. ...,

Figura 2.19 Espectro EM-EM [M-H]- para o composto 11, quercetina, em
extrato acetato de etila de M. dasyclada...............cccccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e,

Figura 2.20 Espectro EM-EM [M-H]- para o composto 11, quercetina, em
extrato etanolico de M. dasyclada...............cc.ueeeeeiiiiiiiiiiiii

Figura 2.21 Espectro EM-EM [M-H]- para o composto 11, quercetina.............

CAPIiTULO 3

Figure 1. Chromatograms of ethyl acetate (MDAE), ethanolic (MDE) and
hexanic (MDH) of Maytenus dasyclada leaves extracts at 254 nm................

99

99

100

100

101

101

102

102

102



Figure 2. Percentage of injured area obtained by the effect of oral
administration M. dasyclada leaves extracts (250 mg / kg) induced acute
gastric ulcers in rats by ethanol, associated with administration of L-NAME
(A e I (e TR o) PPN

Figure 3. Percentage of injured area obtained by the effect of oral
administration M. dasyclada leaves extracts (250 mg / kg) induced acute
gastric ulcers in rats by ethanol, associated with administration of NEM (70

0T A (o TR o )

CAPITULO 4

Figure 1. HPLC/DAD phenolics profile of HE (A), EAE (C), EE (E) extracts of
M. cassineformis, and HE (B), EAE (D), EE (F) of M. dasyclada extracts........

Figure 2. Total antioxidant reactivity (TRAP, nmL/Trolox/mg protein) of
extracts and TrolOX. .......oiui

Figure 3. Inhibition of nitric oxide radicals by extracts..................................

Figure 4. Effect of Maytenus extracts on TBARS production in serum...........

Figure 5. Effect of Maytenus extracts on protein carbonyl content in serum
SAMIPIE S . . e

Figure 6. Effect of M. dasyclada extracts on comet assay expressed in
damage iINAEX (DI100) -« veneeneeeee e e

Figure 7. Effect of M. cassineformis extracts on comet assay expressed in
damage iINAEX (DI100) - -« e eneneeneee e e

18

145

146

154

156

159

160

161

164



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1
Tabela 1.1 Composigao quimica de espécies de Maytenus............................

Tabela 1.2 Usos etnofarmacoldgicos de espécies de Maytenus.....................

CAPITULO 2

Tabela 2.1 Parametros definidos para a analise cromatografica por CLAE-
UV dos diferentes extratos de M. cassineformis e M. dasyclada..................

Tabela 2.2 Sistema gradiente utilizado para analise por CLAE-UV dos
diferentes extratos de M. cassineformis e M. dasyclada....................c.cc..........

Tabela 2.3 Parametros cromatograficos empregados na analise por CLUE-
DAD-IES-EM de diferentes extratos de M. cassineformis e M. dasyclada.......

Tabela 2.4 Sistema gradiente utilizado para analise por CLUE-DAD-IES-EM
dos diferentes extratos de M. cassineformis e M. dasyclada...........................

Tabela 2.5 Rendimentos obtidos pelos métodos extrativos de maceracgao /
particdo e por soxhlet dos diferentes extratos de M. cassineformis e M.
AASYCIAUA. ...

Tabela 2.6 Tempos de retengao e absorvancias obtidas por CLAE/DAD dos
picos observados nos cromatogramas dos extratos hexanicos de M.
cassineformis € M. dasyclada..............ccccccccciiiiiiiiiiiiiii

Tabela 2.7 Valores de tempo de retengao e absorvancia para os padroes de
referéncia disponiveis No 1aboratdrio.............oooo i

Tabela 2.8 Tempos de retengao e absorvancias obtidas por CLAE/DAD dos
picos observados nos cromatogramas de extratos acetato de etila de M.
cassineformis € M. dasyclada...............cccccoccoiiiiiiiiiiiiiii

75

76

77

77

81

85

86

89



Tabela 2.9 Tempos de retencéo e absorvancias obtidas por CLAE/DAD dos
picos observados nos cromatogramas de extratos etandlicos de M.
cassineformis € M. dasyclada................cccccceeieiiiiiiiiiiieiiceee e

Tabela 2.10 Tempos de retengao, absor¢cdo no UV, e dados de IES-EM em
modo negativo dos compostos presentes nos diferentes extratos de M.
cassineformis € M. dasyclada................ccccoouiiiiiiiiiiiiii e

Tabela 2.11 Migracao de neutrdfilos pelo método de quimiotaxia in vitro de
diferentes extratos de M. dasyclada...............cccccccooieiiiiiieiiiiiiiicccee e,

Tabela 2.12 Migragédo de neutrofilos pelo método de quimiotaxia in vitro de
diferentes extratos de M. casSineformis.............cccccouveeiiiiiiiiiiiiieeeeeeiee e,

CAPIiTULO 3

Table 1 Effects of ethanolic, ethyl acetate and hexanic extracts of M.
dasyclada and omeprazole on ethanol-induced ulcersinrat.......................

Table 2 Effects of ethanolic, ethyl acetate and hexanic extracts of M.
dasyclada and cimetidine on NSAID-induced ulcersinrat..........................

Table 3 Effects of ethanolic, ethyl acetate and hexanic extracts of M.
dasyclada and cimetidine, administered intraduodenally, on the biochemical
parameters of gastric juice obtained from pylorus ligature inrats.................

Table 4 Effects of ethanolic, ethyl acetate and hexanic extracts of M.
dasyclada and carbenoxolone on Alcian Blue binding to free gastric mucus
from pylorus ligature in rats....... ...

91

97

103

104

141

142

143

144



CAPITULO 4

Table 1. Total polyphenols (TP) and total flavonoids (TF) in the HE, EAE

and EE extracts from leaves of M. dasyclada and M. cassineformis............. 153

Table 2. Comparison of the efficiencies of extracts and control in preventing 158
2-deoxyribose degradation............coiiiiiiii s






LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

ABTS = ABAP: 2,2’ — azobis [2-amidinopropano]

ACN: acetonitrila.

AINEs: anti-inflamatorios ndo esteroides

CCD: cromatografia em camada delgada.

CG- EM: Cromatografia Gasosa acoplada a detector de massas.
CG: Cromatografia Gasosa

CLAE/DAD: Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de

diodos.

CLAE/UV: Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de

ultravioleta.

CLAE: Cromatografia liquida de alta eficiéncia.

CO,: didxido de carbono.

DP: desvio padrao.

DPPH: hidrato de 2,2-difenil-1-picrilhidrazila.

EDso: dose efetiva que produz uma resposta terapéutica em 50% dos sujeitos
EDTA: &cido etilenodiamino tetra-acético

EM: espectrOmetro de massas.

EPM: erro padrao da média.

FAO: Food and Agriculture Organization of the United Nation.
FDA: Food and Drug Administration.

ICs0: metade da concentragdo maxima inibitéria

IV: infravermelho.

L-NAME: N-nitro-L-arginina metil éster

NO: 6xido nitrico

PVDF: membrana filtrante em fluoreto de polivilideno.



Rf: fator de retencao

RMN C'*: ressonancia magnética nuclear de carbono.
RMN H': ressonancia magnética nuclear de hidrogénio.
TBARS: substéancias reativas ao tiobarbiturico

TEAC: capacidade antioxidante equivalente a trolox.

TFA: 4cido trifluoroacético

TRAP: potencial antioxidante total.

Trolox: acido 6-hidroxi-2,5,8-tetrametilcroman-2-carboxilico

UV: ultravioleta.
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A ordem Celastrales, sensu Cronquist (1988), é constituida por dez familias,
com espécies predominantemente lenhosas ocorrendo em regides tropicais e
subtropicais (BARROSO et al. 1991). Para o Brasil, segundo a classificagéo
proposta por Cronquist (1988), esta ordem € constituida por cinco familias:
Aquifoliaceae, Celastraceae, Icacinaceae, Lepidobotryaceae e Parnassiaceae; e
cinco subfamilias: Campylostemonoideae, Celastroideae, Tripterygioideae,
Cassinoideae e Goupioideae. As primeiras obras importantes, com relatos e
descricbes sobre espécies brasileiras pertencentes a esta ordem foram feitas por
Reissek (1861), Loesner (1942) e Sleumer (1959).

Ressalta-se que os ultimos sistemas de classificagcdo propostos para as
angiospermas, baseados principalmente em técnicas de biologia molecular, tém
indicado novas posigdes filogenéticas para as familias citadas acima. De acordo
com o sistema de classificagdo APG Il (ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP,
2009), Celastraceae (com incorporagao de Hippocrateaceae) pertence a ordem
Celastrales (Eurosids 1), Aquifoliaceae a ordem Aquifoliales (Euasterids IlI) e

Icacinaceae pertence a Euasterids |, com posi¢cao ainda incerta quanto a ordem.

A familia Celastraceae inclui cerca de 1.210 espécies distribuidas em 98
géneros, principalmente nos trépicos e subtrépicos tanto do Velho quanto do Novo
Mundo. Plantas desta familia sdo compostas de arvores perenes ou caducas,
arbustos, cipds, trepadeiras (por exemplo, Salacia), ou menos frequentemente
herbaceas anuais e perenes, e tem, geralmente, de 4 a 5 flores bissexuais ou
unissexuais, pequenas, ocorrendo na mesma planta ou em plantas diferentes
(SIMMONS et al., 2001). Maytenus (225 espécies), Euonymus (200 espécies),
Cassine (40 espécies) e Celastrus (30 espécies) sdo os maiores géneros da familia
(HEYWOOD, 1993; WOODLAND, 1991). A estas espécies sao atribuidos varios
usos na medicina popular e na agricultura, especialmente na Asia e no Continente
Americano (GONZALEZ et al., 2000), mas, o principal interesse econdmico desta
familia sdo algumas espécies do género Maytenus, utilizadas popularmente contra

afeccgdes gastricas, como ulceras e gastrites (SANTOS, 2008).

O numero de géneros e espécies varia muito de acordo com diferentes
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autores. Segundo Simmons e colaboradores (2001) isso ocorre porque sdo poucos
os trabalhos taxondmicos realizados dentro da familia e a delimitagdo de géneros e
espécies ainda € controversa. No Brasil esta representada por 17 géneros e cerca
de 100 espécies, amplamente distribuidas em diversos tipos de vegetagcdo (SOUZA;
LORENZI, 2005).

Maytenus, maior género da familia Celastraceae, esta inserido na subfamilia
Celastroideae. Atualmente, s&o reconhecidas cerca de 200 espécies com
distribuicdo tropical (MABBERLEY, 1997). No Brasil extra-amazbnico esta
representado por 39 espécies, reunidas em duas segdes: Maytenus Mol. e Oxyphylla
Loes (MOSSI, 2002), e é onde encontra o maior centro de diversidade especifica do
género (BORNSTEIN, 1989). Em levantamento realizado por Carvalho-Okano
(1992), foram identificadas 6 espécies de ocorréncia no Estado do Rio Grande do
Sul: Maytenus dasyclada Mart.,, Maytenus cassineformis Reiss., Maytenus
evonymoidis Reiss., Maytenus boaria Mol., Maytenus aquifolium Mart. e Maytenus
ilicifolia Mart. ex Reiss.

M. iliciflolia e M. aquifolia, se¢ao Oxyphylla, ganham destaque pela vasta
utilizagcado popular como antiulcerogénicas, anti-inflamatérias e antitumorais (SOUZA-
FORMIGORI et al. 1991; GONZALEZ et al., 2001; JORGE et al., 2004; MOSSI et al.,
2004; ANDRADE et al., 2007). Pelas regras internacionais de nomenclatura botanica
nao podem existir dois epitetos especificos iguais (por exemplo: ilicifolia). Em 1858
foi publicado o nome Maytenus ilicifolia (Schrad.) Planch., que tem prioridade sobre
o0 nome publicado em 1861, Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek. O primeiro nome foi
publicado com base em uma planta oriunda da Bahia e tem como nome valido
Maytenus truncata Reissek, segundo tese de Rita Carvalho-Okano, disponivel no
banco de teses, UNICAMP e aceito na Lista de Espécies da Flora do Brasil
(CARVALHO-OKANO, 1992). O segundo nome foi descrito com base em uma planta
que ocorre nos estados do Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e todos os estados da
regidao sul do Brasil. Portanto, este segundo nome é considerado, pelas regras
internacionais de nomenclatura botanica, como um nome ilegitimo. Baseado nisto,
outro botanico, de nome D.J. Mabberley, renomeou a espécie do sul do Brasil em

1990, criando o nome novo Maytenus officinalis Mabb. Este seria atualmente o nome
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correto da espécie em questdo. No entanto, devido ao largo uso do nome Maytenus
ilicifolia Mart. ex Reissek, Biral e Lombardi (2012) propuseram que o mesmo fosse
considerado como um nome conservado (nomina conservanda), ja que trabalhos
cientificos de quimica, farmacologia, etc. e também pela existéncia de patentes com
este nome, fariam com que a sua alteragdo para Maytenus officinalis causasse

enorme confuséao.

Esta espécie é conhecida popularmente como espinheira-santa ou cancorosa,
€ um arbusto ou arvore pequena, de até 5 m de altura, didica, com folhas alternas,
coridceas e subcoridceas, glabras e com peciolo curto. E oriunda, como dito
anteriormente, do Sul e Centro-Oeste do Brasil, principalmente dos bosques de Mato
Grosso do Sul, Sdo Paulo até o Rio Grande do Sul, Paraguai, Bolivia, Uruguai e
Argentina (CABRERA, 1965). Nestes paises, as folhas e o caule sdo utilizados no
chimarrdo ou na forma de chas em casos de ulceras sangrentas, hipertenséo
arterial, dores articulares, diuréticas, antioxidantes e analgésicas (QUEIROGA et al.,
2000; LEITE, 2002; JORGE et al., 2004).

Os principais constituintes quimicos presentes nas folhas sao triterpenos,
como a maitenina, maitefolinas A e B (BUFFA FILHO et al., 2002), friedelina,
friedelan-3-ol, lupeol, betulina (CORDEIRO; VILEGAS; LANCAS, 1999; MOSSI et al.,
2004); e, compostos polifendlicos, predominantemente os heterosideos da
quercetina e canferol (NAKAMURA et al., 1997; LEITE et al., 2001, LEITE, 2002), e
catequinas, como a epicatequina, etilepigalocatequina e 4’-O-metil-ent-galocatequina
(SOARES et al., 2004).

M. aquifolia é facilmente confundida com a espécie M. ilicifolia, sendo que
ambas apresentam constituicdo quimica e propriedades medicinais muito
semelhantes (MOSSI, 2003). Além disso, sdo espécies medicinais nativas do Brasil
ameacadas de extingdo devido a forte agdo antrépica nas populagdes naturais
(VIEIRA, 2002). Esta agao, associada a sua importancia medicinal, resultou na
inclusdo de M. licifolia na lista de espécies ameagadas da FAO (Food and
Agriculture Organization of the United Nations) como uma das espécies prioritarias

para estudo e conservagao de espécies nativas (MOSSI, 2003).
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Neste sentido, tornam-se imprescindiveis trabalhos botanicos, genéticos,
quimicos e bioldgicos, que objetivem a conservagao e uso sustentavel das espécies
ameacadas, bem como, a investigagdo do potencial de novas espécies, que surgem
como fontes de novos farmacos ou fitoterapicos. O Brasil possui a maior
biodiversidade do mundo, estimada em cerca de 20% do numero total de espécies
do planeta (CALIXTO, 2003).

M. dasyclada e M. cassineformis pertencem a segdo Maytenus, com
distribuicdo predominantemente no Rio Grande do Sul. M. dasyclada se apresenta
como arvore ou arbusto, medindo cerca de 5 metros de altura, com ramos muito
ramificados no apice, pubescentes, tetra-carenados. Popularmente denominada
coragao-de-negra, € reconhecida por suas folhas pequenas, membranaceas; pela
densa ramificagdo e ramos carenados, com pubescéncia curta e ereta (CARVALHO-
OKANO, 1992). M. cassineformis, conhecida popularmente como coragao-de-bugre,
€ um arbusto ou arvore que mede cerca de 3 metros de altura, com ramos novos
glabros angulosos e lenticelados. As folhas sdao geralmente coriaceas, obovais,
subsésseis, dotadas de margem crenada com glandulas apiculiformes
(caracteristicas taxon6micas utilizadas na identificagdo). Ambas s&o utilizadas pelas
propriedades febrifugas (BERGAMIN; MONDIN, 2006).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi caracterizar aspectos quimicos e
bioldgicos das folhas das espécies vegetais Maytenus dasyclada Mart. e Maytenus
cassineformis Reiss., determinando o perfil fitoquimico por meio de técnicas
cromatograficas e espectrométricas; e analisando atividades antioxidante e anti-

inflamataria in vitro, e atividade antiulcerogénica in vivo.
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OBJETIVOS







1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo geral deste trabalho foi realizar um estudo de caracterizagao
quimica de extratos de diferentes polaridades das folhas das espécies M. dasyclada
e M. cassineformis. Além disso, investigar possiveis atividades bioldgicas, através de
ensaios antioxidante e anti-inflamatério in vitro e atividade antiulcerogénica in vivo;

de extratos das folhas das espécies vegetais.

1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter extratos em etanol, acetato de etila e hexano das folhas das espécies

M. dasyclada e M. cassineformis;

e Investigar e comparar os aspectos fitoquimicos dos extratos obtidos através
do uso de Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia acoplada a detector de
Ultravioleta, e Cromatografia a Liquido de Ultra Eficiéncia acoplada a detector

de espectrometria de massas;

e Avaliar a atividade sobre a mobilizagao leucocitaria in vitro destes extratos
através do ensaio de quimiotaxia com a utilizagdo do método da camara de

Boyden;

e Avaliar a atividade gastroprotetora dos extratos das folhas das espécies de M.
dasyclada através de modelos animais agudos (etanol e AINEs) e avaliar a

atividade dos extratos sobre a secrec¢ao gastrica;

e Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos das folhas das espécies
de M. dasyclada e M. cassineformis através da avaliagdo da capacidade
antioxidante total (TRAP), atividade contra os radicais 6xido nitrico e hidroxil,

indice de lipoperoxidacao e oxidagao protéica;

Avaliar, através de ensaio cometa, a genotoxicidade dos extratos.
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CAPITULO 1
REVISAO DO TEMA







1 GENERO Maytenus

O género Maytenus foi primeiramente descrito por Feulée em 1725, sob o
nome de Mayten. Em 1782, Molina estabeleceu o género Maytenus baseado na
espécie tipo Maytenus boaria, do Chile. Segundo o autor, o género se caracterizava
por apresentar calice monossépalo, corola monopétala, androceu com dois estames
e fruto monospérmico (CARVALHO-OKANO, 1992). Mais tarde, o proprio Molina
reconheceu estas observagdes sobre o género como errbneas e atribuiu essas
falhas ao tamanho pequeno das flores, associado a inexisténcia de melhores

equipamentos.

A partir de entdo, a autoria do género Maytenus foi atribuida indistintamente a
diferentes autores (Molina, Feulée, Jussieu, Molina e Feulée), até que, finalmente, o
Index Genericorum oficializou Molina como autor do género, que reconheceu suas
observagdes morfoldgicas errbneas e efetuou alteragdes na circunscrigao do género.
Segundo Tropicos (1858) e Lombardi, Groppo e Biral (2012) o género Maytenus é

atribuido a Molina.

As caracteristicas diagndsticas do género Maytenus sao: arvores ou arbustos;
folhas alternas, estipulas inscospicuas; inflorescéncias em cimeiras de varios tipos;
frutos capsulares, bivalvares; sementes variando de 1-4 por fruto, envoltas
inteiramente por um arilo branco (CARVALHO-OKANO, 1992).

Varios autores descrevem para o género um gineceu constituido por 2 ou 3
carpelos; ovario 2-3 locular e fruto 2-3 valvar (REISSEK, 1861; LOESNER, 1942;
SEBSEBE, 1985). Entretanto em trabalho de Carvalho-Okano (1992) relata-se

apenas a presencga de gineceu bicarpelar, bilocular e fruto bivalvar.

1.1 Maytenus cassineformis Reissek

Arbusto ou arvore medindo cerca de 3 metros de altura. Ramos novos glabros,
angulosos e lenticelados. As caracteristicas taxonémicas utilizadas no

reconhecimento de M. cassineformis sao a presenga de folhas geralmente
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coriaceas, obovais, subsésseis, dotadas de margem crenada com glandulas
apiculiformes de coloragdo castanha bem intensa; inflorescéncias em cimas
reduzidas; pedicelos florais curtos e a persisténcia de calice e corola nos frutos
maduros (Figura 1.1) (CARVALHO-OKANO, 1992).

Ocorre na regiao sul do Brasil, predominantemente no estado do Rio Grande do
Sul. Cita-se a ocorréncia da espécie em Santa Catarina e Minas Gerais, €, no
Parana, até o momento, ndo se tem registro. Referida também para a Flora do
Uruguai (HERTER; LEGRAND, 1936; LOMBARDI; GROPPO; BIRAL, 2012).

Figura 1.1 |. Maytenus cassineformis Reissek (FONTE: Autor). Il. a) Aspecto do ramo com
flores. b) Detalhe da inflorescéncia. c) Aspecto do ramo com frutos (CARVALHO-OKANO,
1992).

1.2 Maytenus dasyclada Martius

Arbusto ou arvore medindo cerca de 5 metros de altura. Ramos muito
ramificados no apice, pubescentes, tetra-carenados. Reconhecida por suas folhas
pequenas, membranaceas; pela densa ramificacdo, por ramos carenados, com
pubescéncia curta e ereta e suas inflorescéncias congestas e fasciculadas. E

importante ressaltar que, o bordo das sépalas e pétalas apresenta-se geralmente
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reentrante pela presenca de pelos e fimbrias, respectivamente (Figura 1.2)
(CARVALHO-OKANO, 1992).

Ocorre predominantemente no sub-bosque das florestas de araucaria no Rio
Grande do Sul. Encontrada também no Parana, Santa Catarina, Sdo Paulo e Rio de
Janeiro (LOMBARDI; GROPPO. BIRAL, 2012).

Figura 1.2 |. Maytenus dasyclada Martius (FONTE: Autor). Il. a) Aspecto do ramo com
flores. b) Detalhe da inflorescéncia. c) Aspecto do ramo com frutos (CARVALHO-OKANO,
1992).

2. ASPECTOS QUIMICOS DO GENERO Maytenus

Muitos constituintes quimicos s&o relatados para o género Maytenus.
Alcaloides macrociclicos dotados de atividade antitumoral foram durante muito
tempo considerados importantes marcadores para a espécie tendo sido isolados de
folhas, caules e raizes de M. ilicifolia (AHMED et al., 1981). Este isolamento, porém,
nao foi comprovado em estudos posteriores, e tampouco alcaloides piridinicos

sesquiterpénicos relatados para as cascas das raizes (SHIROTA et al., 1997).

No entanto, os principais constituintes quimicos presentes em espécies deste
género sao compostos terpenoides e fendlicos. Entre os compostos polifenélicos

predominam os heterosideos da quercetina e canferol (LEITE et al, 2001),
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leucoantocianidinas, taninos hidrolisaveis e condensados, e derivados da catequina
(SOARES et al., 2004; BAGGIO et al., 2007). A Tabela 1.1 demonstra compostos
referenciados para algumas espécies do género Maytenus.

Tabela 1.1 Composi¢cado quimica de espécies de Maytenus.

. TIPO
ESPECIE NOME COMPOSTO AUTORES
COMPOSTO
(1S, 4S, 5S,6R, 7R, 8S, 9R,
Sesquiternenos 10R)-8-acetoxi-1,9- dibenzoiloxi-
- N tipop 6-nicotinoiloxi-dihidro- DELGADO-
. apurimacensis
agarofurano; agarofurano, MENDEZ et al.,
Loes. triterpenos tipo| (1S, 4R, 5R, 6R, 7R, 8S, 9R, 2008;
lupano 10R)-8-acetoxi-1,9-dibenzoiloxi-4-| \VASDEKIS et
hIdI’OXI-6-I’1ICOtInOI|9XI-dIhIdr0- al., 2009.
agarofurano, 1-hidroxi-3-
cafeatolup20(29)-eno
M. arbustifolia .
Triterpenos e
Hochst. & A. sesquiterpenos| a-amirina, (-)-epicatequina e (-)- | ORABI et al.,
Rich. tipo 40-metilepigalocatequina 2001.
agarofurano
M. buchananii _ Maitansina, maitanprinae KUPCHAN et
Alcaloides . .
Loes. maitanbutina al., 1972.
RIPPERGER,
M. buxifolia Alcaloides e Maifolina, N(1)-acetil-N(1)- 1980: DIAZ:
_ deoximaifolina, pristimerina, RIPPERGER
Griseb. terpenoides celastrol, 28-hidroxi-friedelano- ’
1,3-diona e 29-hidroxi-friedelano- 1982;
1,3-diona NOGUEIRAS
et al., 2001.
M. heterophvila Sesquiterpenos 1'acetOXi'g'benZOi|0Xi'2,6'
Py tipo dinicotinoiloxi--dihidro ORABI et al.,
Eckl. & Zeyth. agarofurano, B-amirina, acido 2001.

agarofurano e

maitenfoélico, 3a-hidroxi-2-
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Triterpenos tipo
lupano

oxofriedelano-20a- &cido
carboxilico, lup20(29)-eno-1,3p-
diol,(-)-4’-metilepigalocatequina e
(-)-epicatequina

GONZALEZ,
_ _ Triterpeno tipo . . FERRO,
M. horrida Reiss. 1B, 3B, 11a-trihidroxiolean-12-ona
lupano RAVELO,
1987.
M. laevis Terpenoides e [Tingenona, 22-hidroxitingenona, (-
Reiss )-4’-O-metilepigalocatequina, |GONZALEZ et
' compostos
1 e al., 1982.
fendlicos pristimerina
DIAZ, PREISS,
M. loeseneri . e 1718 RIPPERGER,
oesenerina, 17,18- _
Urb. Alcaloides Didehidroloesenerina e 16,17- 1987; PREISS,
didehidroloesenerina-18-ol DIAZ,
RIPPERGER,
1988.
3-0x0-20(29)-lupen-30-al, B-
amirina, 29-hidroxifriedelan-3-ona,
M. nemerosa Triterpenos tipo[30-hidroxi-20(29)-lupen-3-ona, 30-
Eckl. & Zeyth. friedelano hldroxﬁrledelar\—S—c.)na, lup-20(29)-| SHENG-DING
eno-33,30-diol, tingenona, 23- et al., 1984.
hidroxitingenona e galactiol
3-ox0-11a-metoxiolean-12-ano-
M. undata _ . acido 30-oico, 3-oxo-110-
Triterpenos tipo| g roxiolean-12-ano- acido 30- VUHAMMAD
Thunb. oleanano 0ico, acido 3-0x0-18B-
et al., 2000.

glicirretinico, 3-oxo-olean-11, 12-
dieno- acido 30-oico, acido 20-
epicoetjapico, acido coetjapico

FONTE: adaptado de NIERO; ANDRADE; CECHINEL FILHO, 2011.
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Um grande numero de sesquiterpenos altamente oxigenados de esqueleto
dihidro-B-agarofurano e seus derivados tém sido isolados de membros da familia
Celastraceae, e muitos sao considerados importantes indicadores
quimiotaxondmicos (BRUNING; WAGNER, 1978). Membros deste grupo de produtos
naturais sdo de interesse particular por causa de suas pronunciadas atividades
citotdxica, inseticida (NUNEZ et al., 2004; WHITSON et al., 2006), imunossupressora
(DUAN et al., 2001), anti-HIV (HORIUCH et al., 2006), e antitumoral (GONZALEZ et
al., 2000), bem como a sua capacidade para reverter a resisténcia multipla
dependente da glicoproteina P, fendtipo de varios canceres humanos celulares
(MUNOZ-MARTINEZ et al., 2004). Os alcaloides piridinicos macrolideos
sesquiterpénicos representam uma grande subclasse do grupo e sao caracterizados
pela presenca de um porg¢des hidro-B-agarofurano, os anéis A e B, os quais estdo na
forma de um sistema de anel axialmente dimetilado frans-decalina, bem como uma
ponte 1,3-diaxialmente fundida constituindo o anel C tetra-hidrofurano, e uma
unidade de piridina (LIAO, 2003).

O interesse gerado por sesquiterpenos poliésteres de Celastraceae aumentou
em virtude da complexidade de substancias isoladas e a possibilidade de virem a ser
aplicadas como inseticidas biolégicos (MUNOZ et al., 1996). A literatura relata a
presenca de sesquiterpenos poliésteres em extratos de folhas de M. aquifolium,
denominadas aquifoliuninas E-I, E-ll, E-lll e E-IV (Figura 1.3) (CORSINO et al.,
1998). Andlises das sementes da espécie M. boaria, levaram ao isolamento de trés
sesquiterpenos de tipo eudesmano, nomeados eumaitenina, eumaitenol e
acetileumaitenol (BECERRA et al., 1987).

Em um estudo intensivo de metabdlitos bioativos de M. canariensis, uma
espécie endémica das llhas Canarias, isolou-se sesquiterpenos do tipo agarofurano
com atividade inseticida (GONZALEZ et al., 1990).

Estudo recente relatou o isolamento de dois novos alcaloides piridinicos
sesquiterpénicos, denominados ilicifoliuninas A e B, e de dois alcaloides conhecidos,
aquifoliunina E-lI e maiteina. Estes compostos foram isolados das cascas das raizes
de Maytenus Ilicifolia, e a aquifoliunina E-I demonstrou potente atividade
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antiprotozoaria in vitro contra Leishmania chagasi e Trypanosoma cruzi, com valores
de ICso de 1,4 e 41,9 uM, respectivamente (SANTOS et al., 2012).

OAc

Ry =COPh, R, = OAc > E-I

Ri=H,R;=0H > E-ll

D —H D.—NAr~r A = 1 }]

Figura 1.3 Alcaloides piridinicos sesquiterpénicos poliésteres do tipo aquifoliuninas.

Triterpenos sao estruturas muito relatadas em espécies de Maytenus. Os
triterpenoides descritos para a familia Celastraceae pertencem as séries friedo-
oleano (incluindo triterpenos quinonametidicos e compostos fendlicos), lupano,
oleano, glutinano e taraxerano. Os compostos quinonametidicos produzidos nas
raizes das plantas sdo considerados indicadores taxondmicas da familia, e possuem
efeitos bioldégicos marcantes. Pode-se citar a pristimerina, o celastrol (Figura 1.4) e a
tingenona como as estruturas mais comumente encontradas (GAMLATH et al.,
1990).
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R;= CO,CHs; Ry,= Rz = H, = Pristimerina

R;= COOH; R, = R3 = H, > Celastrol

Figura 1.4 Estruturas de triterpenos quinonametidicos em Maytenus.

Para o género ja foram descritos triterpenos como friedelina e friedelan-3R-ol,
em folhas, cascas das raizes e caules de M. ilicifolia (ITOKAWA et al., 1991; LEITE,
2002; MOSSI et al., 2004; COSTA et al., 2008), e folhas de M. blepharodes e M.
magellanica (GONZALEZ et al., 2001). A pristimerina e seus derivados sdo descritos
para as espécies M. blepharodes e M. magellanica (GONZALEZ et al., 2001), M.
aquifolium (NOSSACK et al., 2004), M. chuchuhuasca (MORITA et al., 2008), M.
ilicifolia (ITOKAWA et al., 1991; COSTA et al., 2008), bem como a maitenina e as
maitefolinas (BUFFA-FILHO et al., 2002; OHSAKI et al., 2004) (Figura 1.5).

O novo triterpeno 3,16-dioxo-12 alfa-hidroxifriedelano foi isolado do extrato
cloroférmico de ramos de Maytenus gonoclada Martius junto com nove compostos
conhecidos: 3,11-dioxofriedelano, 3,16-dioxofriedelano, 3,12-dioxofriedelano, 3-oxo-
120a,29-dihidroxifriedelano, 3-oxofriedelano (friedelina), 3 beta-hidroxifriedelano, 3-
oxo-12a-hidroxifriedelano e 3 B-hidroxilup-20(29)-eno (lupeol) e uma mistura de
hidrocarbonetos de cadeias longas (SILVA et al., 2011). Outro novo triterpeno
pentaciclico, 3-6,11-B-dihidroxifriedelano foi isolado das folhas de Maytenus robusta
Reissek junto com outros quatro compostos: 3-oxofriedelano (friedelina), 3-8-
hidroxifriedelano, 3-oxo-29-hidroxifriedelano e 3-oxo-11-B-hidroxifriedelano. A
estrutura quimica e conformagao do novo triterpeno friedelano foram estabelecidas
por RMN de H-1 e C-13, incluindo experimentos bidimensionais, HSQC, HMBC,
COSY e NOESY (SOUSA et al., 2012).
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Figura 1.5 Triterpenos e esteroides descritos para Maytenus. A = maitefolina A; B =
maitefolina B; C = maitefolina C; D = friedelan-3-ol; E = 6-oxotingenol.

Trabalho de Mossi et al. (2004) em que extratos das folhas de M. ilicifolia
obtidos via extragdo com CO; a alta pressao foram submetidos a analise por CG-EM
demonstrou a presencga de esqualeno, fitol, vitamina E, estigmasterol, friedelan-3-ol,

friedelina, acido dodecandico e geranil cetona.

Estudo com as folhas de M. ilicifolia levaram ao isolamento de trés novos
glicosideos, nomeados Iilicifolinosideos A-C (ZHU; SHARAPIN; ZHANG, 1998)
(Figura 1.6).

HO HO

HO HO
Q 0
HO
Ovﬁ(

PN
A H,coH~  H

HO

HO

HO HO C

Figura 1.6 llicifolinosideos isolados de M. ilicifolia. A = ilicifolinosideo A; B = ilicifolinosideo
B; C = ilicifolinosideo C.
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2.1 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos englobam desde moléculas simples até outras com
alto grau de polimerizagdo; um conjunto muito amplo de substancias de dificil
definicdo. Quimicamente, podem ser consideradas estruturas com, no minimo, um
anel aromatico que esta diretamente ligado a pelo menos uma hidroxila, ou suas
funcdes derivadas: éster, éter, acido carboxilico ou glicosideo. No entanto, para uma
definigdo mais correta, deve-se levar em consideragao a origem biogenética desses
compostos (QUIDEAU et al., 2011).

Sao derivados biossintéticos da pentose fosfato, do chiquimato e da via dos
fenilpropanoides e constituem um dos grupos fitoquimicos com maior ocorréncia e
com importantes atividades fisiolégicas nas plantas: desempenham um papel
importante no crescimento e reproducgdo, garantindo prote¢cdo contra patdégenos e
predadores (BRAVO, 1998), aléem de contribuirem para a cor e caracteristicas
sensoriais de frutos e vegetais (ALASALVAR et al., 2001).

Além disso, apresentam uma vasta gama de propriedades fisiologicas:
antialérgico, anti-inflamatoério, antimicrobiano, antioxidante, antitrombdtico,
cardioprotetor e vasodilatador (BENAVENTE GARCIA et al., 1997; MANACH,;
MAZUR; SCALBERT, 2005; MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000;
PUUPPONEN-PIMIA et al, 2001; SAMMAN, LYONS, COOK; 1998). Acidos
fendlicos, flavonoides e taninos sdo algumas das classes encontradas em plantas do

género Maytenus.

Os acidos fendlicos consistem em dois subgrupos, derivados do acido
hidroxibenzoico (acido galico, acido p-hidroxibenzoico, acido protocatéico, acido
vanilico, acido siringico) e derivados de acidos hidroxicindmicos (acido caféico, acido

ferulico, acido p-cumarico, acido sinaptico) (BRAVO, 1998).

Os flavonoides constituem o maior grupo de fendlicos em plantas e em
levantamento descrito ha anos ja representavam mais de metade dos oito mil
compostos fendlicos naturais elucidados (HARBORNE

et al., 1999). Sao moléculas de baixo peso molecular, constituidos por quinze
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atomos de carbono, distribuidos em dois anéis aromaticos A e B, unidos por uma
cadeia de trés carbonos. O anel aromatico A, como demonstrado na Figura 1.7, é
derivado do acetato / via mevalonato, enquanto o anel B é derivado da fenilalanina
através da via do chiquimato (BOHM,
1998; MERKEN; BEECHER, 2000).

Os taninos, por sua vez, sao estruturas de peso molecular relativamente alto
e constituem o terceiro grupo mais importante de fendlicos. Podem ser subdivididos
em taninos hidrolisaveis e condensados. Os primeiros sdo ésteres do acido galico,
enquanto os ultimos (também conhecidos como proantocianidinas) sao polimeros de
mondmeros polidroxiflavan-3-ol (PORTER, 1989).

Dentre as estruturas ja descritas para o género Maytenus, pode-se destacar a
presenca de catequina e epicatequina nas folhas e caules de M. ilicifolia (SOARES
et al., 2004; BAGGIO et al., 2007), folhas e raizes de M. obtusifolia (SILVA et al.,
2008; SOUZA et al., 2008) e folhas de M. senegalensis (HUSSEIN et al., 1999), bem
como seus derivados: 4-metil-epi-galocatequina, 4-metil-ent-galocatequina em folhas
de M. ilicifolia (SOARES et al., 2004), folhas e raizes de M. obtusifolia (SILVA et al.,
2008) e cascas do caule de M. senegalensis (HUSSEIN et al., 1999) (Figura 1.8).
Pessuto e colaboradores (2009) descrevem ainda procianidina B¢ (epicatequina-
(4B—8)-catequina) e procianidina B, (epicatequina-(4f—8)-epicatequina) em folhas
de M. ilicifolia (Figura 1.9).
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p-Coumaroyl CoA 3 X Malonyl CoA

l CHS

Chalcones

]
S =
| CHS
= CHR CHI
o ——» 6 '-Deoxychalcones —  » 3-Deoxyflavanones

Isoflavanones

Figura 1.7 Representagdo esquematica da rota biossintética dos flavonoides. ANR —
antocianidina redutase; ANS - antocianidina sintase (também conhecida por
leucoantocianidina dioxigenase); CHI — chalcona isomerase; CHS — chalcona sintase; DFR —
diidroflavonol 4-redutase; FNSI e FNSII — flavona sintase | e Il; IFR — isoflavona redutase;
IFS — isoflavona sintase; LAR — leucoantocianidina redutase; GTs — glicosil transferases
(MARTENS, MITHOFER, 2005).
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R1, R4 = H; Ry, R3 = OH > (+)-Catequina

R4, Ry, R3 = OH; R4 = H = (+)-Galocatequina

Figura 1.8 Estruturas representativas de flavan-3-ols (SOUZA et al., 2008).

OR

OR
R = —=l H - Epicatequina-(4b—8)-catequina

R

R = H > Epicatequina-(4b—8)-epicatequina

OR

Figura 1.9 Estruturas representativas de catequinas (PESSUTO et al., 2009).

Flavonoides glicosilados derivados da quercetina e canferol sdo descritos em
folhas de M. ilicifolia (NAKAMURA et al., 1997; TIBERTI et al., 2007; SOUZA et al.,
2008), M. aquifolium (SANNOMIYA et al, 1997; TIBERTI et al., 2007), M.
senegalensis (HUSSEIN et al., 1999) e M. truncata (FONSECA et al., 2007). Mais
recentemente, evidenciou-se a presenca de flavonoide tri-glicosilado em extratos
etandlicos das folhas de M. ilicifolia, denominado mauritianina, além de trifolina e
hiperina (Figura 1.10) (LEITE et al., 2010). Também se relata a presenga de galatiol
nas folhas de M. ilicifolia (BAGGIO et al., 2007).
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R = H >Trifolina

R = OH - Hiperina

OH

OH
HO

Figura 1.10 Estruturas dos flavonoides trifolina e hiperina (LEITE et al., 2010).

3 ANALISES CROMATOGRAFICAS E ESPECTROMETRICAS DO GENERO
Maytenus

Muitos métodos analiticos para a analise de compostos triterpénicos e
fendlicos ja foram descritos para as espécies de Maytenus. Flavonoides glicosilados
das folhas secas e moidas de M. ilicifolia foram quantificados por CLAE. A extragao
foi inicialmente realizada por infusdo com agua. Aliquotas desta infusdo foram
solubilizadas em metanol e fracionadas por Cromatografia em Coluna. A analise das
fragdes por métodos espectrométricos e CLAE demonstrou a presenca de 1,75% de
quercetina-3-0-a-L-rhamnosilpiranosil  (1->6)-O-[B-D-glicopiranosil (1->3)]-O-a-L-
rhamnosilpiranosil (1->2)]-O-[B-D-galactopiranosideo] como composto maijoritario
(LEITE et al., 2001).

Buffa Filho et al. (2002) analisaram o conteudo de derivados de friedo-nor-
oleananos em diferentes tipos morfologicos de M. ilicifolia coletados em Ribeirdo
Preto (SP). Os extratos etandlicos das cascas secas das raizes dos exemplares
foram particionados em hexano, cloroférmio e acetato de etila. Os extratos foram
analisados por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia em coluna C4g sob
condicdes isocraticas de metanol:agua (80:20, V/V) contendo 1% de acido fosforico.
Cinco derivados foram identificados como 20a-hidroximaitenina, celastrol, 22[3-

hidroximaitenina, maitenina e pristimerina.
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Um meétodo por CLAE em fase reversa foi desenvolvido e validado por Soares
et al. (2004) para a separagédo e quantificacdo de catequina e epicatequina em
extratos aquosos das folhas de M. ilicifolia. A fase movel é constituida por uma
mistura de acetonitrila, agua e acido acético, em modo gradiente. No mesmo ano,
outro estudo desenvolveu um método analitico para quantificacdo dos triterpenos
maitenina e pristimerina em extratos hidroalcoolicos e aquosos das folhas de M.
aquifolium através de CLAE acoplado a detector de ultravioleta. O sistema utiliza

metanol e acido trifluoroacético a 1% em modo isocratico (NOSSACK et al., 2004).

A Farmacopeia Brasileira quinta edicdo (BRASIL, 2010) traz na monografia da
espinheira-santa (M. ilicifolia) dois métodos de analise quantitativa. O primeiro para
doseamento de taninos totais é realizado por espectrofotometria no visivel (760 nm),
apos complexacdo do extrato aquoso com reagente fosfomolibdotungstico, solugéo
de carbonato de sédio a 29% (p/v) e pd de pele SQR. O segundo método consiste
na quantificacdo por CLAE da epicatequina, utilizando como fase mével uma mistura

de agua, acetonitrila e acido trifluoroacético e detector de ultravioleta a 210 nm.

A CLAE é uma técnica versatil para separagcao de produtos naturais em
matrizes complexas como extratos brutos e fracionados. Entre todos os detectores
usados em CLAE, o mais simples e amplamente utilizado é o UV, embora com
algumas limitagdes, € o que apresenta melhor sensibilidade, linearidade,
versatilidade e confiabilidade. Métodos desenvolvidos em CLAE-UV e CLAE-DAD
sao utilizados para comparar perfis fitoquimicos de espécies estreitamente
relacionadas (LIANG; GIANG; ZHAO, 2007) e também pode ser utilizada para
comparagao com espectros de substancias ja conhecidas, com cromoforos

caracteristicos, como no caso de polifendis (WOLFENDER, 2009).

A associagao da cromatografia liquida com espectrometria de massas é uma
técnica muito utilizada para caracterizagdo e elucidagdo rapida de compostos
quimicos. A espectrometria de massas (EM) pode fornecer informagdes valiosas
sobre compostos desconhecidos, seja em relagdo a composi¢ao elementar, ao peso
molecular ou as massas de seus fragmentos. Além disso, a EM tornou-se um

instrumento analitico de fundamental importancia na deteccdo, identificacao,
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elucidacdo estrutural e quantificagdo de compostos orgénicos presentes em misturas
complexas, mesmo em nivel de tragos (GRANDE; AQUINO NETO, 1990).

Em estudo de analise por Cromatografia em Fase Gasosa por ionizagao
quimica acoplada a espectrometro de massas do 6leo de sementes de espécies de
Maytenus, incluindo M. dasyclada e M. cassineformis, Spitzer e Aichholz (1996)
identificaram &cidos graxos como o a-mono-acetotriacilglicerol (71-76%) com a ajuda

de métodos espectroscopicos (IV e RMN H' e C™).

4 ASPECTOS BIOLOGICOS DO GENERO Maytenus
4.1 USOS POPULARES E ASPECTOS FARMACOLOGICOS

Muitas espécies do género Maytenus sao utilizadas na medicina popular de
varios paises, para os mais variados problemas de saude (Tabela 1.2), inclusive,

muitas destas atividades foram comprovadas em estudos cientificos.

Das espécies do género, M. ilicifolia Mart. ex Reiss. € a mais conhecida e
mais explorada economicamente devido a sua utilizagdo na medicina caseira. Desde
que a CEME (Central de Medicamentos), em 1983, incluiu esta espécie entre as oito
plantas estudadas com atividade biolégica promissora, o consumo, tanto in natura,
quanto para a preparacdo de fitoterapicos aumentou, colocando em risco estes
recursos naturais, classificando a espécie como ameagada de extingdo (SEMA/GTZ,
1995; CARLINI; BRAZ, 1998). Atualmente, existe quatorze formulagdes, registradas
na ANVISA, contendo diferentes extratos de M. ilicifolia e registradas como
antiulcerosos (ANVISA, 2012).

As atividades antimutagénica e antitumoral, principalmente dos triterpenos
isolados do género, e as atividades antioxidante, anti-inflamatoria e antiulcerogénica

sdo as mais descritas para estas espécies.
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Tabela 1.2 Usos etnofarmacolégicos de espécies de Maytenus.

Espécie Parte usadaForma de uso| Indicagao Autores
M. acuminata Raizes Decoccao Desordens BHAT;
Loes estomacais JACOBS,
1995.
M. aquifolium Folhas Infuséo Ulceras PEREIRA et
Mart. al., 1995.
M. arbustifolia Cascas do Infusao Febres, malaria | GAKUNJU et
caule al., 1995.
M. boaria Mol. Partes Infusdo Erupcoes MUNOZ et al.,
aéreas cutaneas, 1995.
purgativa,
febrifuga
M. buxifolia Folhas Decoccgao Febres, ELDRIDGE,
Griseb. menstruagao 1975.
prolongada
M. emarginata Frutos Decoccgao Depurativa, KUO et al.,
(Willd.) Hou cancer 1994.
M. ilicifolia Mart. Folhas Decocgéao e Antiséptica, |QUEIROGA et
ex Reiss. infusao antiulcera, al., 2000;
digestiva, ALVARENGA
contraceptiva, | et al., 2008.
anti-inflamatéria,
leishmanicida
M. krokovii A. C. | Cascas do | Infusdo para | Cancer de pele | SHIROTA et
Smith caule uso externo al., 1997.
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M. macrocarpa Raizes Decocgao | Antimicrobiana | KLOUCEK et
al., 2007.

M. Raizes Decoccgao Antimalarica |[MUTHAURA et

putterlickioides al., 2007.

(Loes) Exell.

M. senegalensis | Folhas e |P6 adicionado| Vermifuga, JAIN; LIGHT;

(Lam.) Exell. raizes ao leite, cancer, VAN STADEN,

decocgao e antimalarica, 2008.
infusado antibacteriana,
anti-inflamatoria.

Descreve-se um importante papel do extrato aquoso de M. ilicifolia, em
diferentes concentragdes, na protecdo do DNA, exibindo respostas antimutagénicas
(HORN;
VARGAS, 2003). E, ainda, uma importante atividade antitumoral atribuida a alguns

significativas ou decréscimo sugestivo da mutagenicidade induzida
triterpenos presentes em espécies deste género: maitenina, maitansina, 6-
oxotingenol e eritrodiol e cafeato de 3-eritrodiol (FERREIRA de SANTANTA;
ASFORA; CORTIAS, 1971; FOX, 1991; SHIROTA et al., 1994; OHSAKI et al., 2004).
Estudos recentes também demonstram atividade inibitéria da proliferacao de células
de sarcoma de Kaposi atribuida a triterpenos de nucleo lupano (lup-20(29)-ene-
3beta,30diol) e derivados da friedelina (friedelan-3-ona) isolados da espécie
Maytenus (MARTUCCIELLO et 2010);
quimioprotetora de sesquiterpenos derivados do esqueleto di-hidro-beta-agarofurano
isolados das folhas de Maytenus jelskii (PERESTELO et al., 2010).

brasileira rigida al., e atividade

Da Silva et al. (2012) avaliaram a atividade citotoxica de extratos ricos em
triterpenos quinonametideos de cultura de calos de M. ilicifolia e M. aquifolium contra
linhas celulares de carcinoma da mama (MCF7) caracterizadas fenotipicamente e
células de fibroblastos normais (3T3). As células foram incubadas durante 48 horas
com concentragdes diferentes de amostra, entre 100 e 4 uyg/mL e DMSO a 1%

(utilizado para a diluicdo dos extratos). A citotoxicidade foi avaliada por meio do
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meétodo colorimétrico MTT. Doxorrubicina foi usada como controle positivo. Os
resultados revelaram que a estirpe conhecida como Maytenus aquifolium 1, mostrou
uma melhor atividade citotoxica (ICso 20 pg. mL™") do que a outra célula vegetal (ICso

100 pg.mL™). O mesmo extrato mostrou-se menos citotéxico do que a doxorrubicina.

O triterpeno quinonametidico pristimerina foi reconhecido como um importante
representante de uma classe emergente de compostos anticancer, exibindo efeito
antiproliferativo por inibicdo da sintese de DNA e apoptose, quando avaliado em
linhagens de células tumorais humanas e células mononucleares do sangue
periférico humano (COSTA et al., 2008).

A atividade anticancerigena também € descrita por Mans, Rocha e
Schwartsmann (2000), que relatam efeito antiproliferativo (ICso 50 ug/mL) de extratos
organicos preparados a partir das folhas das espécies M. dasyclada e M.
cassineformis contra linhagem de célula de glioma humano U-373. Porém, o mesmo

nao é relatado para os extratos aquosos.

4.2 ATIVIDADE GASTROPROTETORA

Uma atividade biolégica amplamente demonstrada na literatura é a atividade
antiulcerogénica. Um dos primeiros estudos preé-clinicos que visaram fundamentar os
efeitos gastricos de espécies de Maytenus foi realizado por Souza-Formigoni et al.
(1991). Os autores usaram uma infusao feita de quantidades iguais de M. aquifolium
e M. ilicifolia para tratar lesbes de ulcera em ratos, que foram induzidas por
indometacina, contengédo em frio e estresse. Ranitidina e cimetidina foram utilizadas
como farmacos de referéncia. Tanto a administracdo por via oral e intraperitoneal do
extrato vegetal resultou num efeito significativo antiulcerogénico contra ambos os
tipos de ulceras. O extrato também induziu um aumento do volume e pH de suco
gastrico dos animais com os niveis de pH comparaveis aos do grupo que recebeu

cimetidina.

Em estudo relacionado, extrato hidroalcodlico obtido por secagem, utilizando

a técnica de jato de leito fluidizado, foi testado. Ratos Wistar foram tratados com
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140, 280 e 420 mg / kg deste extrato por via intraperitoneal, apds, foram
imobilizados com uma tela de arame e mantidos a uma temperatura de 4 ° C durante
2 horas. Todos os trés tratamentos resultaram numa redugao significativa no indice
de ulceragdo, bem como um aumento significativo do volume e pH da secregéo
gastrica (TABACH; OLIVEIRA, 2003). Estes resultados corroboram os resultados
reportados por Bersani-Amado et al., (2000). Eles estudaram o efeito antitlcera de
extrato seco obtido por pulverizagdo de M. aquifolium em ratos. As ulceras foram
induzidas por meio de trés modelos experimentais: etanol acidificado, indometacina
e estresse agudo. O extrato exibiu significativa atividade anti-ulcera, em todos os
modelos utilizados. Estes resultados mostram que a preparagao do extrato por meio
da técnica de pulverizagdo seca, amplamente empregada para se obter um p6 seco
a partir de uma fase liquida, ndo altera a atividade bioldgica de extrato aquoso de M.

aquifolium, em doses de 250 e 500 mg / kg.

Extratos hexanico e de acetato de etila das folhas da espécie M. ilicifolia
foram analisados em testes que avaliaram lesbdes gastricas causadas por estresse
induzido por frio (-18 -C por 45 min), onde se observou citoprote¢ao e cicatrizagao;
além disso, a administragdo dos extratos aumentou o volume gastrico e o pH do
estdbmago, na dose de 320 mg/kg (JORGE et al., 2004).

Mais tarde, Baggio et al. (2007) observaram protegdo gastrica em ratas, de
uma fragao rica em flavonoides obtida a partir de extrato aquoso das folhas de M.
ilicifolia, pela inibicao da secregao acida do estbmago atribuida a inibicado de ATPase
gastrica e modulacao da formacao de éxido nitrico, nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg,
sendo comparadas com a substancia quimica de referéncia omeprazol, na dose de
40 mg/kg. Também foi evidenciado que a atividade antiulcera exercida por extratos
de M. ilicifolia ndo € relacionada aos dois principais triterpenos encontrados na
espécie: friedelan-3R-ol e friedelina (QUEIROGA et al., 2000).

De fato, em estudo de revisdo foi possivel identificar 95 flavonoides, com
investigacdo da atividade gastroprotetora que abrangem desde moléculas
completamente inativas a fortemente ativas. Dos flavonoides encontrados neste

estudo, 42 eram inativos, no entanto, esta inatividade poderia estar relacionada de
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acordo com o modelo experimental animal, a via de administracdo e da dose
utilizada no estudo. Por exemplo, flavonéis como canferol, robinina e dactailina ndo
demonstraram nenhum efeito gastroprotetor em modelos experimentais de reserpina
(BARNAULOV; MANICHEVA; KOMISSARENKO, 1983; BARNAULOV et al., 1985a)
e estresse por retencdo em ratos (BARNAULOV; MANICHEVA; KOMISSARENKO,
1983), mas o canferol, nas doses de 50 e 100 mg / kg apresentou atividade
gastroprotetora, e quando a dose era aumentada para 250 mg/kg, ndo se observou
atividade (1ZZO et al., 1994).

Dos flavonoides considerados ativos, podemos citar a rutina (quercetina-3-
ramnosilglucosideo). Relata-se a atividade desta flavona para prevenir a ulceragao
da mucosa gastrica em modelos animais da reserpina (BARNAULOV; MANICHEVA;
KOMISSARENKO, 1983) etanol acidificado (1ZZO et al., 1994) e absoluto e 50% de
etanol (LA CASA et al.,, 2000; 1ZZO et al., 1994). O efeito citoprotetor deste
flavonoide nao parece ser mediado por prostaglandinas endégenas (GUERRERO;
MARTIN; MARHUENDA, 1994), mas os seus efeitos protetores podem ser mediados
por fatores de ativacdo de plaquetas enddégeno (PAF) (1ZZO et al., 1994). Outro
mecanismo possivel envolve as propriedades antioxidantes da rutina, que a uma
dose de 200 mg / kg tem um efeito protetor contra lesées induzidas por etanol a
50%, provavelmente através da reducdo dos niveis de lipoperdxidos e aumentando
a atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase (GSH-Px) (LA CASA et al.,
2000).

Um dos flavonoides mais estudados € a quercetina (3,3 ', 4' ,5,7-
pentahidroxiflavone), a qual protege a mucosa gastrintestinal de lesbes agudas
induzidas por varios modelos experimentais e contra diferentes agentes necréticos,
incluindo estresse por contengéao (1ZZO et al., 1994; RAO et al., 2003; BARNAULOV
et al., 1985b) ligadura de piloro (MARTIN; MOTILVA; ALARCON DE LA LASTRA,
1993), reserpina (BARNAULOV et al., 1982; BARNAULOV et al., 1985b) aspirina
(RAO et al., 2003), indometacina (ALARCON DE LA LASTRA; MARTIN; MOTILVA,
1994), acido-etanol (1ZZO et al., 1994) etanol (MARTIN et al., 1998; RAO et al.,
2003). Possiveis mecanismos de agdo envolvem efeito gastroprotetor endégeno
PAF (1ZZO et al., 1994), um aumento na produgdo de muco (ALARCON DE LA
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LASTRA; MARTIN; MOTILVA, 1994), propriedades anti-histaminicas, que diminuem
0s niveis de histamina e redugdo do numero de células de mastdcitos induzidas por
etanol. Também inibe o crescimento de Helicobacter pylori, a formagao de acido por
células parietais em resposta a estimulacdo pelo AMP ciclico e dibutiril histamina,
bem como a bomba gastrica H'/K" ATPase (BEIL; BIRKHOLZ; SEWING, 1995).

Dentre os compostos fendlicos com expressiva atividade antiulcera em
animais, pode-se ainda citar os derivados da catequina, como a epigalocatequina
galato (EGCG). A catequina foi utilizada para tratar ulceras induzidas por
indometacina (18 mg/kg, v.0.) em estdbmagos de ratos. As adminstracbes de
indometacina induziram ulceragdo na porgao glandular da mucosa gastrica,
acompanhada por aumento da peroxidacgao lipidica (LPO), oxidagdo de proteinas e
redugdo da sintese de tiol, mucina, expressdo da ciclo-oxigenase (COX) e
prostaglandina (PG) nos tecidos gastricos. A administragao oral diaria de EGCG (2
mg/kg) ou de omeprazol (3 mg/kg) durante 3 dias produziu efeitos benéficos
semelhantes (~ 72-75%, p <0,001) sobre a ulceragdo gastrica aguda. O tratamento
com as amostras reverteu parcialmente os efeitos adversos oxidativos da
indometacina. Além disso, EGCG aumentou a expressao das isoformas da COX e
PG, o que nao foi visualizado para o omeprazol, sugerindo que o EGCG pode ser

um excelente candidato como uma droga antiulcera (ADHIKARY et al., 2011).

Em 2008, Cipriani et al. investigaram a atividade antiulcera de acidos
heteroxilanos isolados das folhas de M. ilicifolia e sugeriram que esta classe de
polissacarideos contribuem para a atividade da espécie. Os polissacarideos
reduziram as lesbes gastricas produzidas por etanol em 65%, com EDsy= 40,0

mg/kg.

Em 2010, um novo estudo demonstrou que os glicosideos mauritianina e um
derivado tetraglicosilado de canferol isolados das folhas de M. ilicifolia causaram um
aumento significativo do volume gastrico e pH em ratos, indicando que estes
glicosideos teriam papel importante no efeito gastroprotetor das folhas da espécie
(LEITE etal., 2010).
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Ensaios clinicos também foram realizados com a espécie M. ilicifolia. Geocze
et al., (1988) avaliaram a atividade antiulcera em 23 pacientes com diagnostico de
dispepsia alta ulcerativa. Treze dos pacientes receberam capsulas de 200 mg de um
extrato liofilizado do infuso das folhas de M. ilicifolia, uma vez ao dia. Os outros 10
pacientes receberam capsulas com placebo. O grupo que recebeu a capsula com o
extrato da planta evidenciou melhoras clinicas em relagdo ao grupo placebo, sem
relatos de efeitos adversos ou colaterais. Quando o mesmo esquema foi realizado
em 20 pacientes com ulcera péptica em uma prova duplo-cego, os resultados frente
ao grupo placebo ndo foram considerados significativos, talvez devido ao escasso
numero de participantes (CARLINI; FROCHTEN, 1988).

Andrade et al. (2007) investigaram o efeito anticulcerogénico de M. robusta
em diferentes modelos experimentais (indu¢do da ulcera por etanol, por
medicamento anti-inflamatério nao-esteroide, por estresse e determinacdo da
secrecao gastrica) e observaram atividade gastroprotetora do extrato hidroalcodlico
das folhas, nas doses de 50, 250 e 500 mg/kg, em comparagédo com as substancias
quimicas de referéncia omeprazol e cimetidina. Extrato metandlico das folhas de M.
aquifolium mostrou atividade antiulcerogénica em ratos que tiveram indugdo da
formacao de ulcera pelo etanol e indometacina, na dose de 100 mg/kg/v.o., em
comparacédo com omeprazol (20 mg/kg) e cimetidina (100 mg/kg) (GONZALEZ et al.,
2001).

Fracbes hexanica, de acetato de etila e aquosa das folhas de M. robusta e o
triterpeno 3,15-didxi a-hidréxi friedelano isolado da fragdo acetato de etila, foram
avaliados contra lesdes gastricas em ratos causadas pelo etanol. O tratamento com
todas as fragdes (150 mg/kg), com o triterpeno (30 mg/kg) e omeprazol (30 mg/kg)
reduziram significativamente o indice de lesdes, a area total das lesbes e a
porcentagem das lesdées quando comparados ao grupo controle (p < 0,05)
(ANDRADE et al., 2008).
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4.3 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Estudos de atividade anti-inflamatdria para espécies de Maytenus também
sao relatados. Como parte de uma investigagao sobre as atividades biolégicas dos
produtos naturais provenientes de plantas da familia Celastraceae, Reyes et al.
(2006) isolaram 19 triterpenos do tipo lupano da casca da raiz de M. cuzcoina e das
folhas de M. chiapensis. Os triterpenos foram testados quanto a atividade inibitoria
sobre a a producgéo de o6xido nitrico (NO; medido como nitrito) e prostaglandina E;
(PGE2) em macrdéfagos de ratos. Os resultados sugeriram que varios dos triterpenos
inibiram significativamente, tanto a geracdo de NO, quanto de PGE,. Os compostos
mais eficazes, em ordem de poténcia, foram 3-Epicalenduladiol, 11a-
Hidroxiglochidona, rigidenol, betulina, epibetulina, acido epibetulinico e acido
betulénico. Além disso, lupeol, 3-betulina cafeato e glochidiol, preferencialmente,
inibiram a geragéo de PGE:.

Avaliagcdo antinociceptiva e anti-inflamatoéria de extratos hexano e acetato de
etila de folhas de M. ilicifolia foram realizados. Administraram-se doses de 80, 160,
320 e 640 mg / kg de extrato de acetato de etilo, utilizando-se o modelo de edema
da pata induzida por formaldeido em camundongos Swiss. Os resultados revelaram
que nao houve diferenca significativa na atividade. No modelo de edema de pata
induzido por carragenina em ratos Wistar, os mesmos foram previamente tratados
com extratos hexano e acetato de etila, a 320 mg / kg, e resultaram em diminuigc&o
do edema de forma significativa e semelhante ao da indometacina (20 mg/kg)
(JORGE et al., 2004).

Silva et al. (2010) testaram extratos etanodlicos das folhas, caules e raizes de
M. heterophylla e folhas e caules de M. senegalensis na atividade anti-inflamatéria in
vivo em ratos Wistar albinos, pelo método de edema de pata induzido pela
carragenina. Os resultados demonstraram um significativo efeito antiedematogénico
das folhas de ambas as espécies na inflamacgéo local aguda e ainda, sugeriram

auséncia de sinais de toxicidade aguda e subaguda dos mesmos extratos.

Extratos obtidos por decocgao das folhas da espécie M. truncata exibiram

consideravel atividade antinociceptiva e antiedematogénica no teste de edema de
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pata induzido por formaldeido, mostrando que a dose de 120 mg/kg do decocto
apresentou melhor efeito antinociceptivo que as demais doses estudadas
(FONSECA et al., 2007).

Outro estudo demonstrou que o triterpeno 3,15-dioxi-21-a-hidroxifriedelano
isolado do extrato metandlico das folhas de M. robusta exibiu potente efeito dose-
dependente com ID5p de 12,5 £ 2,1 ymol/kg e inibicdo maxima de 85,9% no modelo

de contorgdes em ratos (NIERO et al., 2006).

Extratos das raizes de M. senegalensis foram investigados pelas
propriedades anti-inflamatérias topicas através da inibicdo do edema em pata de
ratos induzido por 6leo de algoddao. A maior atividade foi detectada no extrato
cloroférmico, o qual reduziu a resposta edematosa com poténcia similar ao farmaco
de referéncia indometacina (IDsp = 84 and 93 upg/mL, respectivamente). Neste
mesmo estudo, o acido maitenoico exibiu efeito antiflogistico dose-dependente (IDs
= 0,11 pmol/mL) duas vezes maior que o da indometacina (IDsy = 0,26 pmol/mL) e

trés vezes menor que o da hidrocortisona (IDso = 0,04 pmol/mL) (SOSA et al., 2007).

Extratos de folhas de M. heterophylla e M. senegalensis exibiram atividade
anti-inflamatdria significativa (120 mg/kg), reduzindo o edema em pata de ratos
induzido por carragenina em 51% e 35%, respectivamente. Extrato de M.
heterophylla a 1200 mg/kg revelou-se n&o-toxico, enquanto que a mesma dose de

extrato de M. senegalensis indicou alguma toxicidade (DA SILVA et al., 2011).

Recentemente, a atividade antinociceptiva de extrato etandlico e fracéo
acetato de etila de Maytenus rigida Mart., bem como de (-)-4'-metilepigalocatequina
(MEGC), foi demonstrada in vivo. Os resultados demonstraram EDsy para MEGC no
teste de contorgdo de 14,14 mg/kg. A contor¢cdo induzida por acido aceético, foi
inibida por 98,4,84,4 e 58,3%, respectivamente, quando os ratos foram tratados com
o extrato etandlico, fracdo acetato de etila, e MEGC. No teste da placa quente, ratos
pré-tratados com MEGC mostraram aumentos significativos dos tempos de reagao
(60-89%). A administragdo oral de MEGC inibiu de forma significativa a primeira e
segunda fases da dor induzida por formalina (50 e 26,5%, respectivamente),

enquanto a indometacina inibiu apenas a segunda fase do ensaio (41,2%). Extrato
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etandlico e fracdo acetato de etila apresentaram efeitos sobre a dor inflamatoria,
enquanto a supressao da dor neurogénica e inflamatéria de MEGC sugere uma forte
indicagao da presenca de efeitos central e periférico e seu potencial analgésico e
anti-inflamatério (MARTINS et al., 2012).

4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Extratos de espécies do género Maytenus demonstraram atividade
antioxidante em diferentes ensaios, in vitro e in vivo. O extrato etandlico de M.
ilicifolia foi testado em ensaio antioxidante com o radical ABTS " * - 2,2 '-azinobis
(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) e pela capacidade sequestrante de HOCI.
Trolox e acido urico foram utilizados como controle positivo. Os resultados indicaram
que os extratos da casca da raiz de M. ilicifolia atuaram como uma grande fonte de
antioxidantes baseado no seu potencial sequestrador de radicais (VELLOSA et al.,
2006). Em outro ensaio, ainda com M. ilicifolia, Melo et al. (2001) demonstraram o
efeito protetor do extrato aquoso contra os efeitos nocivos do SnCl, na sobrevivéncia
de Escherichia coli submetida a este agente agressor. Os autores n&o citam o érgéao

vegetal utilizado no teste.

A atividade antioxidante do extrato bruto e semipurificado das folhas de M.
ilicifolia, e compostos derivados destes, a saber, epicatequina, epigalocatequina,
catequina, epicatequina (43- 8)-catequina, epicatequina (43- 8)-epicatequina), foram
também avaliados quanto ao seu potencial antioxidante utilizando o radical DPPH e
ensaios com o complexo fosfomolibdénio. Ambos os métodos revelaram que a
fracdo acetato de etila possui capacidade antioxidante significativamente melhor
quando comparada com a vitamina C e trolox. O numero de hidroxilas nos
compostos normalmente da uma indicagao do quao potente € o efeito antioxidante, e
a estereoquimica também influencia a atividade antioxidante: compostos com 2R,
3R exibem uma maior atividade do que aqueles com 2R, 3S. Os dados também
mostram que as substancias com um grupo pirogalol, que é trihidroxilado no anel B,
induzem a atividade significativamente mais do que aqueles com um grupo catecol
(dihidroxilado) (PESSUTO et al., 2009).
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As espécies M. aquifolium e M. guyanensis também foram avaliadas por sua
capacidade sequestradora de radicais livres e espécies reativas de oxigénio. O
extrato etandlico da casca da raiz de M. aquifolium demonstrou eficiéncia contra os
radicais DPPH (inibigdo = 35,5 + 1,3%), ABTS™ (IC50 = 0,0036 + 0,0003 mg/mL),
HOCI (IC50 = 0,002 + 0,0001 mg/mL), Oz " (inibigdo = 36,0 £ 2,1%), e NO’ (inibigéo
=18,3 £ 0,4%) (VELLOSA et al., 2007).

Extratos obtidos com diversos solventes e métodos extrativos foram testados
para a espécie M. guyanensis contra o radical DPPH. Os resultados demonstraram
uma maior atividade antioxidante das fragcdes de baixa e média polaridade. A
extragdo a quente também forneceu extratos etandlicos que apresentaram maior
atividade antioxidante (comparado ao flavonoide rutina em métodos semi-
quantitativos baseados em DPPH) quando comparado com extrato etandlico obtido
por maceragao a temperatura ambiente (MACARI; PORTELA; POHLIT, 2006).

Outra espécie estudada pelo seu potencial antioxidante foi M. krukovii. Extrato
hidroalcodlico da casca foi usado no teste DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), teste do
B- caroteno, capacidade de absor¢cdo do radical oxigénio (ORAC), doseamento e
ensaio de fotoquimiluminescéncia (PCL). O extrato proporcionou capacidade
antioxidante comparavel aos compostos de referéncia, incluindo o acido galico,
catequina, hidroxianisol butilado (BHA) e butil-hidroxitolueno (BHT) (BRUNI et al.,
2006).

Em um estudo realizado por Corsino et al. (2003), de um ensaio de CCD
autografico utilizando extrato acetato de etila das folhas e casca da raiz de M.
aquifolium levou ao isolamento de compostos com propriedades antioxidantes. Estes
foram epigalocatequina, procianidina B4, canferol 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1 -> 6)-O-
[B-D-glucopiranosil (1 -> 3)-O-a-L-ramnopiranosil-(1 —B-2)-O-D-glucopiranosil e
quercetina 3-O-a-L-ramnopiranosil1-(1 -> 6)-O-[B - D-glucopiranosil (1 -> 3)-O-L-
ramnopiranosil-1-(1 -> 2)]-O- -D-glucopiranosil.

O extrato etandlico da casca de Maytenus guyanensis Klotzch exibiu IC50 de
8,2+0,2,284 +0,7,35,6 £ 3,0e 517 £ 70,8 ng/mL nos ensaios de DPPH, ABTS,
superéxido e de oxigénio singleto, respectivamente. O teor de fendis totais
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encontrado foi de 58,7 + 1,7 mEq de acido galico (mg/g de extrato seco) (LIMA,;
VARGAS; POHLIT, 2011).
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CAPITULO 2

ANALISE QUIMICA QUALITATIVA E ATIVIDADE ANTIQUIMIOTAXICA
DE M. cassineformis e M. dasyclada







RESUMO

As paginas de numeragao 71 a 107 foram excluidas, pois sao resultados que
serdo submetidos a publicagdo. Este capitulo de andlise quimica qualitativa e
atividade anti-inflamatéria demonstra os métodos utilizados para a extragdo das
folhas das espécies M. dasyclada e M. cassineformis, a caracterizagdo quimica dos
extratos por analises cromatograficas (CLAE-UV e CLAE-UV-IES-MS) e a atividade
anti-inflamatéria dos extratos através do ensaio de qumiotaxia leucocitaria. As
analises quimicas revelaram a presenca dos flavonoides quercetina e canferol nos
extratos acetato de etila e etandlico das espécies, bem como a presenca de
derivados da galocatequina e derivados 3-7-O-diglicosilados de canferol e 3-O-
triglicosilado de quercetina. Os extratos das duas espécies demonstraram ainda um
efeito inibidor importante da migragdo de leucdcitos, obtendo valores de 1Cs5, de
0,2594 pg/mL, 0,6114 pg/mL e 0,7560 ug/mL, para os extratos etandlico, acetato de
etila e hexanico de M. dasyclada, respectivamente. Para M. cassineformis os valores
de ICso foram de 0,3182 pg/mL, 0,3751 pg/mL e 0,2916 pg/mL, para os extratos

etandlicos, acetato de etila e hexanico, respectivamente.
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CAPITULO 3

Artigo: GASTROPROTECTIVE MECHANISMS OF M. dasyclada MART.
(CELASTRACEAE): INVOLVEMENT OF NITRIC OXIDE AND
SULPHYDRYL COMPOUNDS







RESUMO

As paginas de numeracgao 113 a 147 foram excluidas pois serdo submetidas a
publicagdo. Este capitulo relata a investigagdo da atividade antiulcerogénica dos
diferentes extratos obtidos das folhas de M. dasyclada. Os ensaios foram realizados
utilizando os modelos de ulcera induzida por etanol, e por anti-inflamatério nao
esteroide (AINE). Parametros de secreg¢do gastrica (volume, pH e acidez total)
foram também avaliados pelo modelo de ligadura de piloro, e 0 muco no conteudo
gastrico foi determinado. E, com o objetivo de elucidar o mecanismo de agado, os
ensaios de L-NAME e NEM foram realizados. No modelo de ulcera induzida por
etanol, observou-se que o tratamento com extratos de M. dasyclada reduziu
significativamente o indice de lesdo de 28,2 + 7,2, 37,6 + 3 e de 41,9 + 4,6 para os
grupos tratados com 250 mg / kg de extrato etandlico e extrato de acetato de etila de
M. dasyclada, e com o controle positivo (omeprazol 30 mg / kg), respectivamente.
Inibicao significante no indice de lesdo também foi observado no modelo de ulcera
induzida por anti-inflamatério ndo esteroide, com decréscimos de 38.9 £+ 5.1, 674 +
2.0,22.1+£3.9e 78.9 £ 1.1 para os grupos tratados com 125 e 250 mg/kg de extrato
etandlico, 250 mg/kg de extrato acetato de etila e o controle positivo (cimetidina 100
mg/kg), respectivamente. Os parametros de secreg¢ao gastric (pH, volume, [H+])
mostraram alteragcbes em diferentes doses dos tratamentos. Na investigagdo do
mecanismo de acao dos extratos de M. dasyclada, observou-se que a administracéo
prévia de L-NAME e NEM aos animais antes do tratamento com os extratos
etandlicos e acetate de etila (250 mg / kg) ocasionaram a perda da atividade
gastroprotetora. Os resultados evidenciaram que os extratos etandlicos e acetato de
etila das folhas de M. dasyclada demonstraram atividade antiulcera, pela significante
diminuicdo na formagao da ulcera induzida pelos diferentes modelos. Esta atividade
parece estar relacionada com a diminuicdo da secre¢ao e producdo de muco.
Também, parece ser dependente da producdo de 6xido nitrico e de glutationa. Este

trabalho sugere que a espécie investigada, do género Maytenus pode ser uma
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alternativa para o desenvolvimento de novos fitoterapicos para o tratamento da

ulcera.
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CAPITULO 4

Artigo: ANTIOXIDATIVE EFFECTS OF Maytenus dasyclada MART. AND
Maytenus cassineformis REISS. (CELASTRACEAE)







RESUMO

As paginas de numeracao 151 a 175 foram excluidas, pois sao resultados que
serao submetidos a publicagéo. Este capitulo teve como objetivo avaliar a atividade
antioxidante dos extratos hexanico, acetato de etila e etandlico das folhas das
espécies M. dasyclada e M. cassineformis, bem como quantificar o conteudo de
polifendis e flavonoides totais. Os extratos acetato de etila de ambas as espécies
apresentaram maior quantidade de polifendis totais (53,58 + 0,43 e 43,65 + 0,80
mg/g equivalentes em acido galico) e maior teor de flavonoides (3,72 + 0,27 e 3,19 £
0,32 mg/g equivalentes em quercetina), para M. cassineformis e M. dasyclada,
respectivamente. A quercetina e o canferol foram identificados nos extratos acetato
de etila e etandlico, de ambas as espécies. Os extratos acetato de etila e etandlico
de M. cassineformis e M. dasyclada mostraram atividade antioxidante no modelo de
capacidade antioxidante equivalente a Trolox, e na inibigdo da formag&o de radicais
hidroxila. Extratos de M. cassineformis foram mais eficazes na inibicdo da
peroxidagao de lipideos, na oxidagao de proteinas, e na protecgdo dos danos
celulares. A atividade antioxidante foi relacionada com o potencial protetor
genotéxico dos extratos. Os resultados obtidos mostraram que as fragdes de M.
cassineformis e M. dasyclada demonstraram atividade antioxidante relacionada com

a presenca de compostos polifendlicos.
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A degradagdo de espécies componentes das floras do mundo inteiro vem
causando desequilibrios e extingdo de muitos seres vivos. Além disso, a agao
antropica sobre os ecossistemas como na utilizagao de plantas com fins medicinais,
contribui imensamente para esta degradacdo. Este fato, associado a importancia
medicinal e econdmica da espinheira-santa levou esta a lista de espécies
ameacadas de extingdo. Maytenus ilicifolia atualmente encontra-se na lista da FAO
(Food and Agriculture Organization of the United Nations) como uma das espécies

prioritarias para estudo e conservagdo na América do Sul.

As atividades antimutagénica e antitumoral, principalmente dos triterpenos e
alcaloides piridinicos sesquiterpénicos isolados do género, e as atividades
antioxidante, anti-inflamatéria e antiulcerogénica, associadas ao seu conteudo
fendlico ou ao sinergismo dos metabdlitos presentes na espécie, sdo as mais

descritas para as espécies do género Maytenus.

A espécie M. ilicifolia certamente tem destaque, e como citado na reviséo do
tema, possui atualmente quatorze produtos fitoterapicos classificados como
antiulcerosos, com registro validado pela ANVISA. A monografia da espécie foi
incluida na Farmacopeia Brasileira em 2003, na quarta edi¢ao, sexto fasciculo; e em
2010, na publicagcdo da quinta edicdo. Popularmente suas folhas sdo largamente
utilizadas para o tratamento de Ulceras gastricas, dispepsias e outros problemas

gastricos.

Assim, observando as evidéncias bioldgicas e utilizagdo desta espécie, muitos
trabalhos tém sido desenvolvidos visando a analise fitoquimica e biolégica de outras
espécies do género Maytenus. A partir da revisdo do tema, foi possivel verificar a
publicagdo de muitos trabalhos com espécies do género somente nos anos de 2011
e 2012. Neste sentido o presente trabalho teve como objetivos avaliar as
caracteristicas quimicas e alguns aspectos bioldgicos de duas espécies de
ocorréncia no Rio Grande do Sul, Maytenus cassineformis e Maytenus dasyclada,

muito pouco estudadas até entao.
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Para o sucesso de pesquisas farmacolégicas com plantas sdo necessarios
alguns critérios de investigacdo. A escolha baseada em conhecimentos
quimiotaxondmicos € uma alternativa que apresenta grandes possibilidades de
descoberta de novos fitomedicamentos. As evidéncias quimiotaxondmicas quase
sempre comprovam atividades farmacoldgicas descritas para o grupo. Verifica-se
esta constatagdo com o préprio género Maytenus, que possui atividades
antiulcerogénica, anti-inflamatodria e antitumorais comprovadas em testes in vitro ou
in vivo para, no minimo, sete espécies diferentes, como referenciado ao longo do

trabalho.

Como ja bastante discutido durante o desenvolvimento deste trabalho, a
fitoquimica das espécies de Maytenus é marcada pela ocorréncia de compostos
fendlicos predominantemente o0s heterosideos da quercetina e canferol
(NAKAMURA et al., 1997; LEITE et al., 2001; LEITE, 2002) e catequinas, como a
epicatequina, etilepigalocatequina e 4’-O-metil-ent-galocatequina (SOARES et al.,
2004), bem como triterpenos, como a maitenina, maitefolinas A e B (BUFFA FILHO
et al., 2002), friedelina, friedelan-3-ol, lupeol, betulina (CORDEIRO et al., 1999;
MOSSI et al., 2004).

No intuito de analisar e comparar os compostos fitoquimicos presentes nestas
duas espécies, realizou-se a analise cromatografica por CLAE-DAD e CLAE-DAD-
IES-MS dos extratos hexénico, acetato de etila e etandlico obtidos das folhas das
duas espécies em estudo. O objetivo com o fracionamento dos extratos era o de
pesquisar a presenca dos compostos triterpénicos (apolares) no extrato hexanico, de
compostos fendlicos na forma livre ou agliconas (pouco polares) no extrato acetato
de etila, e por fim, extrair agliconas polihidroxiladas ou ainda compostos
heterosidicos no extrato etandlico.

Os resultados evidenciaram a presenca majoritaria de compostos fendlicos
nos extratos acetato de etila e etandlico de ambas as espécies, identificando os
flavonoides quercetina e canferol, e muitos compostos com perfis de absorvancia no
UV indicativos de derivados catequinicos e flavonoidicos. No entanto, com as

técnicas cromatograficas utilizadas neste estudo, ndo foi possivel verificar a
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presenga dos triterpenos caracteristicos do género no extrato hexanico, fato que

poderia ser alcangado com uso de Cromatografia Gasosa.

Ainda, em analise de extrato aquoso obtido por decocg¢ao do pé das folhas
das duas espécies, pdde-se visualizar a presenca da epicatequina nos extratos. A
Farmacopéia Brasileira quinta edicdo descreve a técnica de doseamento de
epicatequina em extratos aquosos de M. ilicifolia utilizando CLAE-UV (BRASIL,
2010).

Na tentativa de caracterizar e diferenciar os extratos pesquisados utilizou-se
técnicas classicas de doseamento por espectrofotometria no UV para mensurar a
quantidade de polifendis e flavonoides totais presentes nos mesmos. Para
quantificar compostos fendlicos totais utilizou-se a complexagédo dos extratos com o
Reagente de Folin-Ciocalteau, conforme técnica previamente descrita (BONOLI et
al., 2004). O reagente de Folin Ciocalteau trata-se de uma solugdo de ions
complexos poliméricos formados a partir de heteropoliacidos fosfomolibdicos e
fosfotungsticos. Esse reagente oxida os fenolatos, reduzindo os &cidos a um
complexo azul Mo-W. A absorvancia € medida a 750 nm e os resultados s&o
expressos em mg de de acido galico equivalentes por g de extrato.

Para quantificar flavonoides totais, utilizou-se técnica descrita na Farmacopéia
Brasileira (BRASIL, 2010), com o uso de solugao de cloreto de aluminio a 2 % (p/v)
para complexar os flavonoides, com prévia hidrélise acida. A hidrolise acida deste
método, considerando os compostos flavonoidicos O-glicosilados € responsavel pelo
rompimento da ligagdo C3 — O — glicosideo das estruturas citadas, possibilitando a
formacao de hidroxilas fendlicas que sao importantes no processo de complexagao
com o agente complexante de escolha, cloreto de aluminio. A solugdo restante da
complexacédo é lida em espectrofotometro a 420 nm e a quantidade de flavonoides

totais € dada em mg de quercetina equivalente por g de extrato.

Os resultados demonstraram maior teor de polifendis e flavonoides totais nos
extratos acetato de etila de ambas as espécies, seguido pelos extratos etandlicos.
Os extratos hexanicos demonstraram a menor quantidade de polifendis e

flavonoides totais. Isso corrobora as analises cromatograficas, que evidenciaram a
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predominancia de compostos fendlicos nos extratos acetato de etila e etandlicos, e
claro, evidencia a afinidade destes compostos por estes solventes. Os valores
encontrados no presente trabalho para as espécies M. cassineformis e M. dasyclada
assemelham-se a dados literarios para o teor de polifendis e flavonoides totais da
espécie M. ilicifolia (YARIWAKE et al., 2005).

Os flavonoides sao o grupo de metabolitos secundarios mais abundantes e
mais amplamente estudados do reino vegetal com efeitos potencialmente benéficos
na saude humana. Uma ampla variedade de atividades farmacoldgicas tém sido
relatados para estas substancias, incluindo antiviral, anti-alérgica, anti-plaquetaria,
anti-estrogénica, antitumoral, anti-inflamatéria, propriedades antiproliferativas,
antiangiogénicas e antioxidante, e sua ingestdo normalmente n&do produz ou produz
pouca toxicidade (CHEONG et al., 1998. Flavonoides sao também relacionados por
atuar no trato gastrointestinal, tendo propriedades antiespasmddica (LIMA et al.,
2005), anti-secretodria, antidiarréica (DI CARLO et al., 1993) e antiulcera (LA CASA et
al., 2000).

Para verificar a eficacia das espécies em estudo, ensaio anti-inflamatério in
vitro, gastroprotetor in vivo e antioxidante in vitro foram realizados. A escolha entre
testes farmacoldgicos in vitro ou in vivo depende de inumeros fatores, sendo o
principal critério o dominio do modelo experimental pelo investigador e,
naturalmente, do alvo a ser atingido. No entanto, é importante ter em mente que os
efeitos observados nos testes realizados in vitro com certa frequéncia, ndo séo
observados nos estudos realizados in vivo, devido a influéncias farmacocinéticas. Os
testes in vivo podem confirmar o uso popular das plantas quando o modelo
experimental € confiavel e ainda podem fornecer informagdes preliminares a respeito
dos efeitos toxicos das plantas (CALIXTO, 2001).

A avaliagdo do potencial anti-inflamatorio dos extratos de M. cassineformis e
M. dasyclada foi realizada utilizando a técnica de Boyden (1962) modificada por
Suyenaga et al., (2010). Nesta técnica pode-se avaliar uma etapa muito importante
do processo inflamatério: a quimiotaxia. A principal vantagem do método é a
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possibilidade de testar muitos extratos ou compostos, em varias concentragdes

diferentes, ao mesmo tempo, o que seria muito dificil utilizando modelos animais.

A inflamacéo ou flogose (do latim inflamare e do grego phogos, que significa
pegar fogo) consiste em uma reagdo dos tecidos vascularizados diante de um
agente agressor, enddgeno ou exdgeno, caracterizada pela saida de liquidos e de
células do sangue para o intersticio. A reacgao inflamatoria é caracterizada por rubor,
calor, dor, tumor e perda da fungdo. Embora constitua um mecanismo de defesa
importante diante de inUmeras agressdes, a reacao inflamatéria pode causar danos
significativos ao organismo, prolongando a inflamagé&o e induzindo a les&o tecidual,
em resposta a liberagdo de enzimas, mediadores quimicos e de radicais téxicos de
oxigénio (PEREIRA; BOGLIOLO, 1998; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

No decorrer de um processo inflamatorio, os leucdcitos circulantes no sangue
periférico aproximam-se da parede vascular estimulados por mediadores da
inflamacao liberados na area de lesdo, passando a ocupar uma posicdo mais
periférica. Em seguida, tornam-se transitoriamente aderidos ao endotélio e
atravessam o endotélio do vaso. Apds diapedese, continuam a migrar em diregdo ao
foco inflamatério pelo processo de quimiotaxia, com o objetivo maior de eliminar o
agente causal e restabelecer o tecido lesado (DEKKER; SEGAL, 2000).

Os resultados evidenciaram um efeito inibidor da migragdo de leucécitos
importante, obtendo valores de ICsy de 0,2594 pg/mL, 0,6114 pug/mL e 0,7560
Mg/mL, para os extratos etandlico, acetato de etila e hexanico de M. dasyclada,
respectivamente. Para M. cassineformis os valores de ICso foram de 0,3182 pg/mL,
0,3751 pg/mL e 0,2916 ug/mL, para os extratos etandlicos, acetato de etila e
hexéanico, respectivamente. Esta atividade encontrada, no entanto, ndo pode ser
relacionada ao conteudo de quercetina e canferol presente nos extratos acetato de
etila e etandlico, visto que isoladamente, estes flavonoides ndo demonstraram a
inibicdo da migracao dos leucdcitos, apesar de apresentar atividade anti-inflamataéria
no modelo de edema em pata de rato, in vivo. Além disso, os extratos hexanicos das
espécies também evidenciaram a inibicdo da quimiotaxia, podendo-se inferir, logo,
que esta atividade observada in vitro, deva estar relacionada com o efeito sinérgico
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dos metabdlitos secundarios presentes nas espécies. O efeito sinérgico entre
metabdlitos secundarios é citado na literatura para explicar atividades bioldgicas de
extratos de Maytenus (QUEIROGA et al., 2000).

Apesar de avangos recentes na nossa compreensdo da patogénese
multifatorial Ulceras pépticas, a secrecdo de acido gastrico € ainda reconhecida
como um elemento central desta doenga, portanto, o principal objetivo terapéutico é
o controle da secregdo desta com o uso de antiacidos, bloqueadores do receptor
histaminérgico como a ranitidina, famotidina, anticolinérgicos como pirenzepina,
telezipina ou bloqueadores da bomba de prétons como o omeprazol e lansoprazol.
No entanto, a terapia de Uulcera gastrica enfrenta hoje em dia uma grande
desvantagem, porque a maioria dos medicamentos disponiveis atualmente no
mercado apresentam eficacia limitada e estao frequentemente associados a efeitos
secundarios graves (MOTA et al., 2009).

Assim, o desenvolvimento de agentes antiulcera estd focado na busca de
agentes mais baratos, mais eficazes e menos toxicos. Produtos a base de plantas
medicinais estdo entre as fontes mais atraentes de novos medicamentos. A
integridade da mucosa gastrica depende do equilibrio entre os fatores agressivos
(HCI, pepsina) e protetores (muco e secrecdo de HCOs3, prostaglandinas, o fluxo
sanguineo da mucosa, 6xido nitrico) (LAM et al., 2007). Portanto, se o tratamento é
eficaz depende nido apenas no bloqueio da secre¢cao de acido, mas também no
aumento da producdo de fatores responsaveis por proteger a mucosa gastrica,
evitando assim danos ao epitélio (MORAES et al., 2009).

Verificando os estudos de atividade gastroprotetora de varias plantas,
observa-se que esta atividade pode estar relacionada a um efeito sinérgico do
conteudo de fendlicos e de triterpenos, justificando a acéo ja relatada para as
espéecies M. ilicifolia, M. robusta e M. aquifolium. O estudo desta atividade com os
triterpenos isolados friedelina e friedelan-3-ol ndo reduziu as lesdes gastricas
induzidas por indometacina em ratos. No entanto, a administragdo de extratos totais
ou parciais destas espécies demonstra atividade gastroprotetora, o que explica que
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provavelmente exista um efeito sinérgico entre todos os componentes (QUEIROGA
et al., 2000).

Desta forma avaliaram-se as duas espécies quanto a possivel atividade
gastroprotetora. O efeito foi inicialmente investigado pelos modelos de indugédo de
ulceras agudas por etanol, que é um agente necrosante, e por AINE, que inibe a
protecdo normal do estdbmago (diminuindo a sintese de prostaglandinas
constitutivas). O etanol é considerado um dos agentes que induzem mais
intensamente Ulceras gastricas, pois promove graves perturbagdes na mucosa do
estdbmago (MORAES et al., 2009). O etanol age por exercer um efeito toxico direto
sobre o epitélio, levando a formagéo de lesdes necroticas caracteristicas devido a
uma redugao na produgao do muco e secrecao de bicarbonato (MASSIGNANI et al.,
2009).

Os extratos etandlico e acetato de etila na dose de 250 mg/kg da espécie M.
dasyclada, diminuiram de forma significativa o numero de lesdes e a porcentagem
de area lesada em ratos, demonstrando um efeito gastroprotetor, que
possivelmente, esta associado a um aumento da citoprotecdo favorecendo os
processos antioxidantes. O teste aplicado ao extrato etandlico da espécie M.
cassineformis ndo demonstrou decréscimo significativo no numero de lesbées e na
porcentagem de area lesada. Sugerem-se novos estudos com os extratos desta

planta para elucidar melhor esta observagao prévia.

A atividade antiulcerogénica dos extratos de M. dasyclada foi também
avaliada no modelo de Uulcera induzida por AINE (indometacina). Os anti-
inflamatoérios nao esteroides apresentam como efeito adverso a ulceragdo da
mucosa gastrica, resultado principalmente da diminuicdo da sintese de
sdo responsaveis pela secrecdo de muco e bicarbonato na mucosa gastrica. Sua
diminuicdo acarreta em perda da citoprotecéo e reducado do fluxo sanguineo local
(CRYER, 2000).

O contato direto de AINE com a mucosa gastrica ataca os fosfolipidios

presentes tanto no muco quanto no epitélio gastrico, o que reduz a hidrofobicidade
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do muco e causa retrodifusdo de ions hidrogénio. A reducdo do nivel de
prostaglandinas na mucosa gastrica, ao mesmo tempo em que diminui a inflamacgéao,
ocasiona a diminuicdo da protecdo natural do estdbmago (BJORKMAN, 1996;
BERSTAD, BERSTAD , BERSTAD, 2002).

Neste modelo, as doses de 125 e 250 mg/mL do extrato etandlico, e de 250
mg/mL do extrato acetato de etila apresentaram atividade gastroprotetora
significativa. Isto indica que os extratos apresentam efeitos sinérgicos, sendo que os
componentes presentes sdo capazes de promover um efeito protetor sobre a

mucosa, podendo estar relacionado com o aumento de sintese de prostaglandinas.

Depois destes experimentos prévios em que ficou demonstrado que os
extratos de M. dasyclada sao capazes de proteger a mucosa gastrica contra lesdes
induzidas por etanol e AINEs, os estudos continuaram no intuito de elucidar se os
extratos interfeririam de alguma maneira sobre a secregdo acida gastrica, ja que o
efeito de reducdo da secregdo acida no estbmago é o mecanismo de acgédo da

maioria dos farmacos disponiveis para o tratamento de processos ulcerativos.

A via de administracdo no modelo de ligadura de piloro é a via intraduodenal,
que permite investigar as agdes do extrato por via sistémica, excluindo as interagdes
do contato direto com a mucosa gastrica. Os extratos etandlico e acetato de etila de
M. dasyclada na dose de 250 mg/mL causaram alteragbes no pH, no volume
gastrico e na concentragdo de ions hidrogénio, sugerindo que os compostos
presentes no extrato possam estar atuando sobre a secrec¢ao acida gastrica.

Apos a verificagdo da redugédo na secrecdo acida, a produgdo de muco foi
investigada. Sabe-se que um desequilibrio entre os fatores protetores e fatores
agressivos causam lesdes gastricas. Quando a barreira de muco € danificada, o
epitélio gastrico se torna mais sensivel ao acido produzido pelo estbmago e, por
conseguinte, pode resultar na formagcdo de Ulceras gastricas (MOJZIS,
HEGEDUSOVA, MIROSSAY, 2000; WALLACE et al.,, 2000; NAM et al., 2005;
WALLACE, 2007).
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A protegao criada pelo muco ligado ao tecido pode ser observada devido a
formacdo de mucopolissacarideos soluveis. Estes mucopolissacarideos séao
quantificados de acordo com sua ligagao ao Alcian Blue, um corante especifico para
mucinas acidas (LAPA et al., 2008).

Os resultados obtidos neste modelo demonstraram que além de diminuir a
secrecao acida gastrica, os componentes presentes nos extratos etandlico e acetato
de etila estimulam a produg¢ao de muco gastrico, ou seja, favorecem o aparecimento
dos fatores defensivos da mucosa, que podem estar relacionados com o aumento do
potencial antioxidante do muco (HAMAISHI, KOJIMA, ITO, 2006).

Visto que os extratos etandlicos e acetato de etila de M. dasyclada
demonstraram agao gastroprotetora, provavelmente por atuar aumentando os
mecanismos antioxidantes, deste modo, testes na tentativa de elucidacdo do
mecanismo de acao (L-NAME e NEM) foram realizados. O oxido nitrico (NO) tem um
importante papel na modulagdo da defesa da mucosa gastrica, como: regulador na
secrecdo de muco, vasodilatador produzindo aumento de fluxo sanguineo local,
inibidor da agregacado de neutrdfilo e auxiliando no processo de cicatrizagdo da
ulcera gastrica (LAPA et al., 2008). Neste experimento a gastroprotecao dos extratos
de M. dasyclada é revertida com o pré-tratamento com L-NAME, estes resultados
sugerem que a atividade destes seja dependente de NO (LAPA et al., 2008).

Os grupamentos sulfidrilicos sdo compostos que contribuem para a
integridade da mucosa, com a finalidade basica de reduzir a formac&o de radicais
livres derivados de oxigénio relacionando-se com protegéo celular. Sao elementos
gastroprotetores capazes de manter o fluxo sanguineo possibilitando a reducao da
lesao tecidual (CHATTOPADHYAY et al., 2006; LAPA et al., 2008).

A reducao dos niveis normais de grupos sulfidrilicos torna a mucosa gastrica
susceptivel ao ataque de substancias ulcerogénicas, afetando o mecanismo
defensivo da mucosa. N-etiimaleimida (NEM), € uma substancia capaz de quelar as
pontes de dissulfeto que sdo responsaveis pela conformacédo da barreira mucosa,

promovido pelos compostos sulfidrilicos (LAPA et al., 2008).
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O NEM, ao diminuir a concentracdo de SH na mucosa, potencializa os danos
gastricos induzidos pelo etanol, danos estes associados a diminui¢ao significativa
nos niveis de grupos sulfidrilicos, especialmente glutationa reduzida (GSH), em
animais de experimentacdo e no homem. Essa reducao pode ser devida a oxidagao
da glutationa, ap6s a geragdo de metabdlitos téxicos, ou devido a ligacdo da
glutationa ao acetaldeido gerado através da oxidagao de agentes necrotizantes pela
atividade gastrica da enzima alcool desidrogenase (DEVI et al., 2007; LAPA et al.,
2008).

Em parte, os metabdlitos presentes nos extratos etandlico e acetato de etila
de M. dasyclada exercem atividade semelhante aos farmacos utilizados na clinica
(cimetidina e omeprazol), interferindo na secre¢do de acido. Em parte, atuam
interferindo nos mecanismos citoprotetores, aumentando a secrecdo de muco
(mecanismo de acédo da carbenoxolona). Estes resultados podem ser relacionados
com a presenca de compostos fendlicos, principalmente os flavonoidicos presentes
nos extratos, e a capacidade antioxidante dos mesmos, ja que os extratos hexanicos

nao demonstraram agao gastroprotetora significativa.

Para a avaliagcdo da agao antioxidante, diversos sdo os métodos relatados.
Entre eles encontram-se o ensaio de peroxidacao lipidica, método colorimétrico e
fotométricos utilizando p-caroteno, acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-
sulfénico) (ABTS) e hidrato de 2,2-difenill-1-picrilhidrazila (DPPH), além da avaliagéo
de atividade dos radicais hidroxil, peroxil, capacidade antioxidante equivalente a
TROLOX (TEAC), potencial antioxidante total (TRAP), entre outros (LEE et al.,
2003; DAWIDOVICZ et al., 2006). No entanto, todas as metodologias tém um
objetivo em comum: testar a habilidade de um componente ou mistura de

componentes em reduzir os agentes pro-oxidantes, ou radicais livres.

Uma quantidade substancial de evidéncias indica o papel chave dos radicais
livres e outros oxidantes como grandes responsaveis pelo envelhecimento e pelas
doengas degenerativas associadas ao envelhecimento, como cancer, doengas

cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e disfungdes cerebrais.
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A producgédo de radicais livres € controlada nos seres vivos por diversos
compostos antioxidantes, os quais podem ter origem enddgena (por ex., superéxido
dismutase), ou serem provenientes da dieta alimentar e outras fontes. Destas
ultimas destacam-se tocoferdis (vitamina E), acido ascoérbico (vitamina C), polifendis,
selénio e carotenoides. Quando ha limitagdo na disponibilidade de antioxidantes
podem ocorrer lesdes oxidativas de carater cumulativo. Os antioxidantes sao
capazes de estabilizar ou desativar os radicais livres antes que ataquem os alvos

bioldgicos nas células.

A atividade antioxidante dos extratos acetato de etila e etandlico das duas
espécies foi demonstrada nos testes de atividade antioxidante total (TRAP), em que
houve inibigao significativa da quimioluminescéncia formada pelo luminol; inibicdo da
formacéao de radicais hidroxil, peroxidacao lipidica e da oxidacéo de proteinas. Estes
resultados mais uma vez corroboram os resultados encontrados na analise quimica
das espécies, onde se evidenciou maior quantidade de compostos fendlicos e

flavonoides totais nos extratos produzidos com estes solventes.

Observa-se que nenhum dos extratos foi eficaz em prevenir a formagao de
radicais de 6xido nitrico in vitro, no entanto, diminuiram a produg¢ao deste radical no
ensaio in vivo (L-NAME). Salienta-se novamente, que muitas vezes efeitos in vitro
nao sao verificados in vivo, ja que ndo podemos predizer os fatores farmacocinéticos

inerentes a utilizagdo dos compostos.

Flavonoides sdo reconhecidamente bons agentes antioxidantes. Estruturas
como a quercetina e o canferol possuem certas caracteristicas, como o anel B com
configuragdo 3-4-catecol e a substituigdo por OH na posi¢cao 3 (quercetina); que
conferem a estas substancias atividades proeminentes na clivagem de radicais

livres.

A literatura descreve ainda que em doses elevadas, os flavonoides tornam-se
inativos por atuarem como pro-oxidantes. Algumas evidéncias apontam inclusive,
para efeitos mutagénicos e carcinogénicos destes flavonoides, pois causariam dano
no DNA celular (SAHU; GRAY, 1996; YOSHINO et al., 1999). No entanto, as
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caracteristicas estruturais que determinariam a atividade pré-oxidante dos

flavonoides nao foram bem estabelecidas (MOTA et al., 2009).

As areas da genética toxicolégica estdo sendo intensamente pesquisadas,
pois estdo relacionadas com malformagdes, doengas congénitas, genéticas e
degenerativas, envelhecimento celular e do corpo, e o cancer. Entdo, a
genotoxicidade estuda, sob o aspecto genético, o que perturba a vida ou induz a

morte tanto em nivel de célula como de organismo.

Testes genotdxicos podem ser in vitro e in vivo e sao designados para a
deteccdo de compostos que induzem dano genético, como quebra da fita de acido
desoxirribonucléico (DNA), mutagcado genética, quebra cromossomal e alteragdo na
capacidade de reparo de DNA (SILVA et al., 2007). O dano genético € causa inicial
das mutacdes, evento crucial para o aparecimento de carcinomas e outros varios
problemas, sendo que o principal método para resolucdo do mesmo é a prevengao
(DE FLORA; FERGUSON, 2005).

Para avaliar o potencial genotdxico dos extratos das duas espécies, realizou-
se 0 ensaio cometa para verificagcdo de dano no material celular. Os extratos acetato
de etila e etandlico das duas espécies atuaram de certa forma, como protetores do
dano no DNA celular. Desta forma, pode-se claramente relacionar as atividades
antioxidantes e o potencial genotéxico dos extratos de M. cassineformis e M.

dasyclada.
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CONCLUSOES GERAIS







Os dados obtidos neste trabalho permitem as seguintes conclusées:

- a revisao bibliografica indicou que espécies do género Maytenus sdo amplamente
empregadas com finalidades medicinais, fato evidenciado pelo vasto numero de

trabalhos envolvendo estudos quimicos e biolégicos com diferentes espécies;

- a espécie Maytenus ilicifolia € a mais utilizada, estudada e comercializada entre as
espécies do género, principalmente por suas propriedades gastroprotetoras
elucidadas em estudos in vitro e in vivo, incluindo estudos pré-clinicos e clinicos, no

entanto € uma espécie que encontra-se ameacada de extingio;

- 0 estudo quimico de extratos hexanicos obtidos por extragdo por soxhlet das folhas
de Maytenus cassineformis e Maytenus dasyclada evidenciou perfis cromatograficos
diferenciados, em que n&o foi possivel visualizar, pelas técnicas utilizadas, a

presenca de compostos triterpénicos;

- 0 estudo quimico de extratos acetato de etila obtidos por extragdo por soxhlet das
folnas de Maytenus cassineformis e Maytenus dasyclada evidenciou perfis
cromatograficos semelhantes para as duas espécies, e foi possivel identificar os
flavonoides quercetina e canferol, além de outros compostos com absor¢do no UV

semelhantes a derivados flavonoidicos e catequinicos;

- 0 estudo quimico de extratos etandlicos obtidos por extragdo por soxhlet das folhas
de Maytenus cassineformis e Maytenus dasyclada evidenciou a presenga de um
perfil cromatografico mais rico em compostos para a espécie M. dasyclada, e a

presenca de quercetina e canferol;

- 0s extratos acetato de etila de M. cassineformis e M. dasyclada demonstraram um
maior conteudo de polifendis totais (53,58 + 0,43 e 43,65 = 0,80 mg/g equivalentes
em acido galico), respectivamente; seguidos pelos extratos etandlicos (22,76 + 0,44
e 14,59 + 0,66 mg/g equivalentes em acido galico), respectivamente;

- 0s extratos acetato de etila de M. cassineformis e M. dasyclada demonstraram um

maior conteudo de flavonoides totais (3,72 + 0,27 e 3,19 + 0,32 mg/g equivalentes
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em quercetina), respectivamente; seguidos pelos extratos etandlicos (2,74 £ 0,48 e

2,36 + 0,50 mg/g equivalentes em quercetina), respectivamente;

- os extratos hexanicos demonstraram quantidades inferiores de polifenois e

flavonoides totais;

- 0s extratos hexanico, acetato de etila e etandlico das espécies M. dasyclada
demonstraram [ICsp de 0,7560 pg/mL, 0,6114 ug/mL e 0,2594 pg/mL,
respectivamente. Para os extratos de M. cassineformis os valores de ICsy foram de

0,2916 pg/mL, 0,3751 pg/mL e 0,3182 pg/mL, respectivamente;

- sugere-se a atividade anti-inflamatéria observada em todos os extratos de ambas

as espécies deve-se a um efeito sinérgico dos compostos presentes;

- 0s extratos etandlico e acetato de etila de M. dasyclada demonstraram atividade
gastroprotetora nos modelos de ulcera aguda induzidas por etanol e anti-inflamatoério
nao-esteroide;

- 0s extratos de M. cassineformis nao evidenciaram efeito gastroprotetor no modelo

de ulcera induzida por etanal,;

- 0s extratos etandlico e acetato de etila de M. dasyclada atuaram sobre a secregao

acida e secregao de muco;

- 0s extratos etandlico e acetato de etila de M. dasyclada podem ter sua atividade
gastroprotetora ligada a fatores antioxidantes, ja que interferem na formacgédo de

radicais de 6xido nitrico e compostos sulfidrilas;

- a atividade antioxidante dos extratos acetato de etila e etandlico de ambas as
espécies foi evidenciada pela inibigdo significativa da quimioluminescéncia formada
pelo luminol (TRAP); inibicado da formagéao de radicais hidroxil, peroxidacéo lipidica e

da oxidagao de proteinas;

- a atividade antioxidante dos extratos pode estar relacionada ao conteudo de

compostos fendlicos presentes nos mesmos;
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- nenhum dos extratos demonstrou potencial genotoxico significativo no ensaio

cometa in vitro.

Em suma, este trabalho evidencia os primeiros relatos sobre as espécies
Maytenus cassineformis e Maytenus dasyclada. Os resultados demonstraram que as
especies possuem constituintes quimicos semelhantes aos relatados para outras
espécies do género, e evidenciam o potencial anti-inflamatério e antioxidante das
espécies, bem como o efeito gastroprotetor de M. dasyclada. Sendo assim, estas
espécies possuem potencial farmacolégico, podendo servir como fontes de novos
fitoterapicos.
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