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RESUMO

A Myrciaria dubia também conhecida popularmente como camu-camu”, “cagar’,
“araga d’agua” ou “sarao’pertence a familia Myrtaceae e pode ser encontrada
em igapods, lagos e varzeas no rio Amazonas. Varios estudos com fruto e
sementes do camu-camu relatam propriedades citotdoxica e antioxidante. No
entanto, ainda nao ha relatos de estudos com o extrato das folhas desta espécie.
Diante disso, o objetivo deste trabalho € avaliar a composi¢ao quimica, atividade
antioxidante e citotdéxica dos extratos das folhas de M. dubia, coletadas em
Itacoatiara- Am. Inicialmente, as folhas foram coletadas e secas, em seguida
foram trituradas e extraidas com etanol 70%, obtendo-se o extrato hidroalcodélico
que foi rotaevaporado para a retirada de todo o etanol para a obtencéo do extrato
aquoso, uma parte foi posta para secar e a outra parte foi fracionada utilizando
solventes em ordem de polaridade crescente. As reag¢des quimicas em tubos de
ensaio obtiveram os seguintes resultados: O extrato bruto indicou ter a presenca
de flavanonas, fendis, chalconas e auronas, enquanto que as fragdes butanolica,
acetato de etila e hidroalcodlica tanino flababénicos, flavanonas e flavonas. A
presenca de esteroides livres foi evidenciada no extrato bruto e na fracao
precipitado, nas fracdes cloroformio e hexano triterpenoides pentaciclicos. A
fracao hidroalcéolica e o extrato bruto apresentaram saponinas triterpénicas e as
fracbes butanolica e acetato de etila saponinas esteroidais. Alcaloides foram
evidenciados no extrato bruto e nas fracbes acetato de etila, butanolica e
hidroalcodlica. A cromatografia em camada delgada indicou a presenga de
terpenos no extrato bruto e nas fragdes precipitado, cloroférmica, hexanica,
butanolica e hidroalcéolica e a presenca de flavonoides no extrato bruto e nas
fracdes precipitado e acetato de etila. A atividade antioxidante revelou que o
extrato bruto e as fracbes acetato de etila e hidroalcodlica indicaram alta
atividade antioxidante nas folhas da M. dubia. O ensaio citotéxico revelou que a
fracao cloroférmio e precipitado apresentaram efeito citotdxico em células das
linhagens carcinoma colorretal (HCT116) e leucemia promielocitica (HL60),
especialmente a fragcdo precipitado, a fracdo cloroférmio apresentou uma
seletividade para com as células da linhagem carcinoma colorretal (HCT116) e
leucemia promielocitica (HL60).

Palavras-chave: Camu-camu; Perfil-quimico; Antioxidante; Citotoxico.



ABSTRACT

Myrciaria dubia is also popularly known as camu-camu”, “cacgari’, “araga d’agua”
or “sarao” and belongs to the Myrtaceae family and can be found in igapés, lakes
and floodplains on the Amazon River. Several studies with camu-camu fruits and
seeds report cytotoxic and antioxidant properties. However, there are still no
reports of studies with extracts from the leaves of this species. Therefore, the
objective of this work is to evaluate the chemical composition, antioxidant and
cytotoxic activity of extracts from M. dubia leaves, collected in Itacoatiara- Am.
Initially, the leaves were collected and dried, then they were crushed and
extracted with ethanol 70 %, obtaining the hydroalcoholic extract that was rotary
evaporated to remove all the ethanol to obtain the aqueous extract, one part was
left to dry and the other part was fractionated using solvents in order of increasing
polarity. The chemical responses in test tubes obtained the following results: The
crude extract indicated the presence of flavanones, phenols, chalcones and
aurones, while the butanolic, ethyl acetate and hydroalcoholic tannin flababenic
fractions, flavanones and flavones. The presence of free steroids was evident in
the crude extract and in the precipitate fraction, in the pentacyclic triterpenoid
chloroform and hexane fractions. The hydroalcoholic fraction and the crude
extract are composed of triterpene saponins and the butanolic and ethyl acetate
fractions are steroidal saponins. Alkaloids were evident in the crude extract and
in the ethyl acetate, butanolic and hydroalcoholic fractions. Thin layer
chromatography indicated the presence of terpenes in the crude extract and in
the precipitated, chloroform, hexane, butanolic and hydroalcoholic fractions and
the presence of flavonoids in the crude extract and in the precipitated and ethyl
acetate fractions. The antioxidant activity revealed that the crude extract and the
ethyl acetate and hydroalcoholic fractions indicated high antioxidant activity in M.
dubia leaves. The cytotoxic assay revealed that the chloroform and precipitate
fraction had a cytotoxic effect on cells of the colorectal carcinoma (HCT116) and
promyelocytic leukemia (HL60) lineages, especially the precipitate fraction, the
chloroform fraction showed selectivity towards cells of the colorectal carcinoma

lineage (HCT116) and promyelocytic leukemia (HLGO).

Keywords: Camu-camu; Chemical profile; Antioxidant; cytotoxic.
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1. INTRODUGAO

Na atualidade tem ocorrido um aumento do interesse cientifico nas
pesquisas de produtos naturais em relacdo ao seu potencial de aplicagao,
composi¢ao quimica e efeitos bioldgicos que podem ser benéficos a saude, essa
atencgao é principalmente devido a presenga de compostos antioxidantes como
os flavonoides e carotenoides que sédo descritos como substancias capazes de
proteger contra rea¢des mediadas por radicais livres (Carmo et al, 2019; Mendes
et al, 2020).

O estresse oxidativo é entendido como o acumulo desbalanceado de
radicais livres, que sobrepdem a protecao antioxidante do organismo, causando
danos oxidativos as células. Esses danos podem acarretar a formacdo de
compostos mutagénicos e o desencadeamento de processos inflamatorios,
dentre outros fatores que estao diretamente ligados ao desenvolvimento de
patologias como cancer, diabetes e doencgas cardiovasculares (Halliwell, 2011;
Mendes et al, 2020; Santos et al, 2022).

Nesse contexto o camu-camu (Myrciaria dubia), também conhecido como
cacari ou araga d'agua (Fidelis et al, 2018), tem ganhado destaque por sua alta
capacidade antioxidante, devido ao perfil quimico contendo teores significativos
de vitamina C e compostos fendlicos como acido elagico e antocianinas
(Azevédo et al, 2019). A pesquisa sobre compostos fendlicos tem sido um foco
de interesse na ultima década devido a sua atividade antioxidante e capacidade
de neutralizar radicais livres, em particular, os polifendis que parecem estar

envolvidos em varios efeitos benéficos na saude (Fracassetti et al, 2013).

Os resultados obtidos através de analises quimicas e funcionais até o
momento, sugerem a aplicagdo potencial e os efeitos biolégicos positivos das
bagas do camu-camu indicando propriedades funcionais in vitro e in vivo, como
efeitos antioxidantes, antimutagénicos, antiproliferativos, anti-hipertensivos,
antimicrobianos e neuroprotetores, assim como exibiu efeitos citotoxicos e
atividade antiproliferativa contra células cancerosas (Fracassetti et al, 2013;
Carmo et al, 2019; Fidélis et al, 2020; Garcia-Chacon et al, 2023).
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Apesar do aumento da aplicacdo do camu-camu proveniente do cultivo
comercial como alimento funcional e embora varios estudos tenham se
concentrado em investigar as propriedades da polpa do camu-camu, ainda falta
conhecimento sobre seus efeitos biolégicos, como a capacidade antioxidante e
a atividade mutagénica/antimutagénica das folhas da M. dubia, quando em
comparagao com frutos coletados em ambientes naturais alagados na regiao
amazodnica, além do mais a literatura que descreve os potenciais beneficios das
folhas do camu-camu para a saude é inexistente (Azevédo et al, 2015; Azevédo
et al, 2019).

Considerando o potencial socioeconédmico e nutricional do camu-camu,
junto com a importancia crescentes de novas fontes naturais de
compostos bioativos na pesquisa cientifica. Esse trabalho de conclusao de curso
tem como objetivo investigar a composi¢gao quimica, assim como a atividade
antioxidante e citotoxica do extrato bruto e das fragdes das folhas M. dubia, além
de contribuir para o conhecimento existente e fornecendo novas informacgdes

sobre as folhas do camu-camu.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Myrciaria dubia (camu- camu)

O camu-camu é um arbusto nativo da floresta amazénica pertencente a
familia Myrtaceae. Essa familia € de grande importancia boténica e compreende
cerca de 142 géneros e 3.500 a 5.800 espécies distribuidas pelos tropicos e
subtropicos. No Brasil, Myrtaceae sao representadas por 23 géneros e cerca de
1.025 espécies, das quais 244 foram registradas no norte do Brasil (Hernandez
et al, 2011; Ribeiro et al, 2021). Nesse contexto a M. dubia tem se destacado
como uma espécie que tem atraido o interesse da industria alimenticia e das

pesquisas cientificas que buscam novas fontes de compostos bioativos.


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/bioactive-compound
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O camu-camu é um arbusto que cresce em areas densas expostas a
inundagdes substanciais (submersdo completa durante quatro a cinco meses)
nas margens de rios e riachos, da regidao amazébnica incluindo Peru, Brasil,
Colémbia, Equador e Venezuela (Maeda et al, 2006, 2011; Ribeiro et al, 2021).
Seus frutos sdo globulares, medem de 1,0 a 3,2 cm de didmetro, pesam de 2 a
20 g, composto de uma a quatro sementes por fruto, a polpa é branca e a casca
fina e brilhante que varia do rosa ao vermelho intenso. (Hernandez et al, 2011;
Castro et al, 2018). As sementes tém formato de rim a elipsdide, com tegumentos
alongados marrons, finos e cobertos por vilosidades de células espinhosas
(Castro et al, 2018).

Devido a alta concentracdo de acido ascorbico no fruto nos Estados
Unidos, Japdo e Francga as industrias farmacéuticas transformam o camu-camu
em tabletes de vitamina C, enquanto que no Brasil € usado no preparo de
cosméticos, na Amazdnia sao utilizados especialmente no preparo de refrescos,
sorvetes, geleias, doces e licores (Ledezma, 2020; Maeda et al, 2006; Viegas et
al, 2004).

Um dos fatores que contribuem para a restricdo do seu consumo in natura
€ o sabor amargo muito acido da polpa e o amargor da casca, levando a
necessidade de pesquisas para o melhor aproveitamento do fruto. Uma das
alternativas para a utilizagao desde fruto € o uso na forma de néctar, uma bebida
natural, nutritiva, pronta para o consumo e de facil processamento (Maeda et al,
2006; Grigio, 2017).

Existem muitas outras alternativas para o uso do camu-camu nao sé em
industrias alimentares como também farmacéuticas. Vem sendo testadas logao
e gel elaborados com extrato estabilizado do fruto do camu-camu, afim de testar
sua capacidade antioxidante e fotoprotetora in vitro, onde ambas as formulag¢des
mostraram atividade antioxidante e fatores de protegéo satisfatorios (Camones
et al, 2014 apud Grigio, 2017).
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A avaliacdo dos compostos quimicos e das propriedades funcionais das
sementes e cascas do camu-camu e suas fragdes contribui para um melhor
aproveitamento e sua valorizagdo econémica, bem como para a redugdo da
pegada de carbono na cadeia de processamento dos frutos (Fidelis et al, 2018)
pois o entendimento aprofundado dos compostos quimicos do fruto pode
contribuir para uma gestdo mais sustentavel da cadeia de suprimentos
otimizando os processos logisticos e reduzindo as emissdes associadas ao

transporte e armazenamento.

O uso industrial de subprodutos do camu-camu (por exemplo, sementes
e cascas) reduziria os danos ao meio ambiente causados pelo descarte de
residuos, e a incorporacao da casca a polpa pode ser uma alternativa viavel para
aumentar as concentragcées de compostos bioativos nos produtos processados,

pois na casca esses compostos estdao mais concentrados (Fidelis et al, 2020).

2.2 Compostos bioativos presentes na Myrciaria dubia

Os compostos fendlicos sao metabdlitos secundarios, amplamente
encontrados em frutas, hortalicas e graos. Esses metabdlitos secundarios
fendlicos tém mostrado funcionalidades bioativas relevantes para a saude
humana (Fuijita et al, 2015). O camu-camu da regido amazoénica apresenta altas
funcionalidades bioativas, vitamina C e perfis fendlicos ricos, como flavonoides

e elagitaninos e também carotenoides (Akter et al, 2011; Fuijita et al, 2015).

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios que nos ultimos
anos tém ganhado muita atencido, devido a sua atividade antioxidante e
capacidade sequestradora de radicais livres (Fujita et al, 2015; Chirinos et al,
2010). Além disso alguns desses compostos fendlicos possuem propriedades
anti-inflamatérias e apresentam potencial para combater doencgas crbénicas
induzidas pelo estresse oxidativo quando consumidos como parte da dieta (Fujita
et al, 2015).
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Tabela 1: Estudos que caracterizaram os grupos de compostos fendlicos da M. dubia.

Grupos fendlicos Total de compostos

identificados Materia prima fenolicos identificados Autor
Acidos fendlicos, Fidelis ef al
Flavonoides, Estilbenos e sementes 16
= (2020)
aninos
. Chagas et al
Flavonoides casca e semente 11 (2021)
Taninos, Flavonoides e oloa NZo especificado Fujita et al
acidos fendlicos polp P (2015)
Flavonoides e taninos casca, semente e polpa 53 Fracassetti et
’ al (2013)
Flavonoides e acidos fruto 30 Chirinos et al
fendlicos (2010)

Na tabela 1 €& apresentado um ponto de vista geral dos grupos de
compostos fenolicos ja identificados na M. dubia o interesse dos estudos
recentes esta voltado principalmente as sementes do camu-camu e residuos
(semente, casca e polpa) provenientes do processamento do fruto, devido o teor
de compostos fendlicos que conferem as propriedades antioxidante e citotoxica
que sao alvo de estudos cientificos. Além do mais, a extracao e analises de
compostos bioativos a partir de subprodutos de frutas tem sido cada vez mais
estudada a fim de evitar perdas e desperdicios importantes, além de representar
potenciais beneficios para aplicagbes em industrias farmacéuticas
e alimenticias (Fidelis et al, 2018; Carmo et al, 2019).

Poucos estudos relataram uma composicdo quimica completa,
particularmente a caracterizagdo de compostos fendlicos do fruto de camu-
camu. O teor de fendlicos tem sido frequentemente avaliado como polifendis
totais nos frutos, e os principais componentes previamente identificados foram
acido elagico, quercetina, rutina e acido galico (Chirinos et al, 2010; Fracassetti
et al, 2013).


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/food-product
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996919304296#bb0085
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2.3 Atividade antioxidante da M. dubia

A propriedade antioxidante dos compostos bioativos encontrados em
plantas tem um papel fundamental para a saude, pois ja foi mostrado que podem
combater o estresse e suas implicagdes em varias doengas. O camu-camu &
uma planta nativa do Brasil e vem sendo estudada por diversos grupos de
pesquisa, pois além da concentracdo de compostos fendlicos e acido ascorbico
(864 mg/100 g de polpa), ja mostrou ter consideravel capacidade antioxidante
(Carmo et al, 2019; Silva et al, 2023).

O &acido ascorbico ou vitamina C € comumente encontrado em nosso
organismo na forma de ascorbato. Por ser muito soluvel em agua, esta localizado
nos compartimentos aquosos dos tecidos organicos. O ascorbato desempenha
papéis metabdlicos fundamentais no organismo humano, atuando como agente
redutor, reduzindo metais de transigdo (em particular Fe3* e Cu?*) presentes nos
sitios ativos das enzimas ou nas formas livres no organismo (Barreiros et al,
2006).

A atividade antioxidante da M. dubia é atribuida a alta concentragao de
compostos fendlicos e vitamina C presente no extrato. A propriedade
antioxidante dos compostos fendlicos (flavonoides) vem da capacidade de
eliminar radicais livres, atuando como doadores de hidrogénio e quelantes de
metais (Silva et al, 2012; Fracassetti et al, 2013). Os fendis sdo potentes
antioxidantes, sdo compostos que evitam que biomoléculas (proteinas, acidos
nucléicos, lipidios poliinsaturados e agucares) sofram danos oxidativos através

de reagdes mediadas por radicais livres (Voulo et al, 2019).

Kaneshima, et al (2016) identificou que alguns taninos presentes na
semente do camu-camu, especialmente a estaquiurina apresentaram atividade
antioxidante. Além do mais, compostos fendlicos como elagitaninos, acido
elagico, glicosideos de quercetina, acido siringico e miricetina identificado na
polpa do camu-camu também seriam responsaveis pela propriedade
antioxidante (Fujita et al, 2015).
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Os estudos também apontam que a capacidade antioxidante da M. dubia
€ influenciada pela maturagdo do fruto. Chirinos e colaboradores (2010)
verificaram que o acido ascérbico contribuiu de forma significativa para a
capacidade antioxidante global do camu-camu, porém diminuiu durante o
amadurecimento, enquanto que os teores de antocianinas, flavonol, flavanol e a

capacidade antioxidante aumentaram durante o amadurecimento do fruto.

Apesar das sementes e cascas de camu-camu representarem cerca de
40% do fruto sao tratados como subprodutos, geralmente descartados sem tirar
proveito de seus constituintes quimicos, esses residuos podem apresentar maior
potencial antioxidante quando comparados a polpa, uma vez que a maioria dos
compostos bioativos se concentra nas partes dos frutos que sao tratados como
subprodutos pela industria alimenticia (Fidelis et al, 2018; Azevédo et al, 2014).
Além do mais, nota-se que as folhas da M. dubia também possuem compostos
bioativos importantes, o aproveitamento integral dessas partes da planta
apresenta um potencial fonte de recursos valiosos que poderiam contribuir de
forma significativa para o desenvolvimento de produtos com beneficios

nutricionais e antioxidantes aprimorados.

O processamento desses subprodutos tem potencial para se tornar um
segmento do agronegdcio, contribuindo para um melhor aproveitamento, tanto
na industria de alimentos quanto na cosmética, permitindo assim sua valorizagao

econdmica (Azevédo et al, 2014; Fidelis et al, 2018).

2.4 Atividade citotoxica da M. dubia

O cancer tem atraido atengao mundial. Embora terapias tradicionais como
cirurgia, quimioterapia e radioterapia tenham alguns efeitos no tratamento do
cancer, existem efeitos colaterais significativos, além da resisténcia e toxicidades
das drogas. Assim, a busca por compostos citotoxicos eficientes a partir de
recursos naturais € de grande importancia, nesse sentido, pesquisas tém
mostrado que alguns polifendis podem atuar como agentes antiproliferativos

contra diversos tipos de cancer (Carmo et al, 2019).

Estudos tem indicado que alguns polifendis identificados no camu-camu
podem ter agao antiproliferativa. Carmo e colaboradores (2019), descreve que

os polifendis sdo compostos que mostraram ter capacidade de inibir a


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691518304885#bib5
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691518304885#bib5
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proliferagdo celular e induzir a apoptose, além de poderem agir nas vias de
sinalizagao celular que participam do crescimento e manutencao das células

cancerosas.

Pesquisas ja demonstraram a ag¢do do camu-camu na modulagcéo de
processos inflamatérios e propriedade antimicrobiana (Fidelis et al, 2019). O
extrato bruto de camu-camu é uma complexa mistura de polifendis, que
apresentou efeitos sinérgicos in vivo na antimutagénese, esse extrato foi capaz
de diminuir o estresse oxidativo e proteger contra os efeitos mutagénicos de
drogas na medula 6ssea e micronucleos intestinais (Azevedo et al, 2018; Fidelis
et al, 2019; Carmo et al, 2019 ). Apesar dos estudos recentes terem mostrado
citotoxicidade do extrato do camu-camu contra células cancerosas, ainda existe
uma caréncia em estudos aprofundados sobre as folhas e os mecanismos da
atividade citotoxica, pois pouco se conhece a respeito dos compostos

especificos responsaveis pelo efeito citotdxico da M. dubia.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a composi¢cao quimica e atividades biolégicas do extrato e fragdes
das folhas de M. dubia.

3.2 Objetivos especificos

» Obter perfil quimico do extrato bruto e fragcbes por meio de reagdes

cromaticas em tubo e cromatografia em camada delgada;

* Avaliar a atividade antioxidante do extrato bruto e fragdes através da
inibicdo do radical DPPH,;

» Avaliar a citotoxicidade do extrato bruto e fracbes em diferentes

linhagens celulares pelo método MTT;


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/oxidative-stress
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mutagenic-activity
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996919304296#bb0030

20

4. METODOLOGIA

4.1 Coleta do vegetal

As folhas de M. dubia foram coletadas dia 11 de agosto de 2018, no sitio
Bom Futuro na estrada do Janama (Localizagédo geografica: S 03°06’°39,77” W
058°29’41,3”) para obtengao do extrato bruto e fragdes. As folhas foram limpas
com pano umedecido em agua destilada. Posteriormente, as folhas foram
colocadas na estufa (sem circulagéo forgada) a 50°C para secar por quatro dias.
Em seguida trituradas no moinho de martelo e pesadas, obtendo-se 439,96g. Os

galhos com folhas e flores foram utilizados para confeccionar exsicata.

4.2 Extragao e fracionamento

O material seco e moido foi colocado em um baldo de 12L e foi
adicionado etanol 70% (EtOH), obtendo-se o extrato hidroalcéolico que foi
rataevaporado para a retirada total do solvente obtendo assim o extrato aquoso.
O extrato aquoso obtido foi fracionado através de particao liquido-liquido usando
solventes P.A em ordem crescente de polaridade: Hexano (HX) < Cloroférmio
(CHCIs) <Acetato de etila (AcoEt) < Butanol (ButOH), em seguida as fragdes

foram concentradas em evaporador rotatério e os rendimentos foram calculados.

4.3 Prospeccao fitoquimica para caracterizagao de fenélicos

Neste pesou-se 500 mg do extrato bruto e em seguida foram realizadas
trés lavagens com 2 mL de cloroférmio cada, obtendo-se o residuo insoluvel.
Filtrou-se o residuo insoluvel em cloroférmio foi adicionado 30 mL de metanol
70%, a solugao foi solubilizada, filtrada e transferida para um baldo volumétrico
de 100 mL e o volume foi completado com metanol 70%. Para as fragdes: acetato
de etila, butanolica e hidroalcodlica, foram pesados 50 mg e em seguida
adicionou-se 30 mL de metanol 70%, as solugdes foram transferidas para bal6es

100 mL e os volumes completados com metanol 70%.

Identificou-se tubos ensaio de um a seis e um tubo identificado com
“Branco” totalizando sete tubos, cada um em triplicata, exceto o para o branco,

isto para cada fragéo e extrato bruto



21

4.3.1 Teste para fenois e taninos

Nos tubos de ensaio identificado com FeCls foi colocado trés gotas de
cloreto férrico Il (FeCls), a solugdo foi agitada e observada a variagao da cor ou
formagdo de precipitado na solugdo. O resultado esperado na solugdo é
mostrado na tabela 2.

Tabela 2: Teste para fendis e taninos

Constituintes Coloragao
Fenodis Azul e vermelho
Taninos pirogalicos (taninos hidrolisaveis) Precipitado escuro de tonalidade azul

Taninos flobabénicos (tanino condensados

R Verde
ou catéquicos).

Fonte: Matos (2009)

4.3.2 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides

O tubo 3 foi acidulado com acido cloridrico (HCI) até se obter o pH 3, o
tubo 4 foi alcalinizado a pH 8,5 com Hidroxido de sédio (NaOH) 1 M e o tubo 5 a
alcalinizado a pH 11 com a mesma solugcao de NaOH. O resultado esperado nas

solugdes € mostrado na tabela 3.

4.3.3 Testes para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas

Para esse teste um tubo acidificado a pH 3 com acido cloridrico (HCI) e
outro tubo de ensaio alcalinizado a pH 11 com hidroxido de soédio (NaOH) 1 M
no teste para antocianinas foi aquecido no bico de Bunsen por 2 minutos, a

alteracdo da solucéo esperada encontra-se indicada na tabela 3.
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0

Tabela 3: Teste para antocianinas, antocianidinas, flavonoides, leucoantocianidinas, catequinas,
flavonas e flavanonas.

Cor em meio
Constituintes

Acido ® Alcalino @5 Alcalino ("
Antocianinas e Antocianidinas Vermelha Lilas Azul-purpura
Flavonas, flavonodis e xantonas - - Amarela
Chaconas e auronas Vermelha - Verm. purpura
Flavonois e flavononol - - Verm. purpura
Leucoantocianidinas Vermelha - -

Catequinas (Taninos catéquicos) Pardo-vermelha - -

Flavanonas - - Verm. laranja

Fonte: Matos (2009)

4.4 Prospeccao fitoquimica para caracterizagao de terpenos

(Lieberman-Burchard)

Foram pesados 50 mg do extrato bruto e 30 mg das fragdes HX, PP e
CHCIs. Em seguida, as amostras foram extraidas com 2mL de diclorometano e
filtradas para os tubos de ensaio usando um funil coberto por algodao com
sulfato de sédio. Em seguida foi adicionado 1mL de anidrido acético aos tubos
de ensaio e agitou-se suavemente. Por fim foram adicionadas trés gotas de acido

sulfurico (H2SO4) concentrado seguido de agitagao.

Quando a solugdo apresenta uma coloragdo Azul evanescente e verde
permanente € indicativo da presenca de esteroides livres e a coloracédo parda

vermelha a presencga de Triterpenoides pentaciclicos livres (Matos, 2009).

4.5 Prospeccao fitoquimica para caracterizagao de alcaloides

Para esse ensaio foram pesados 500mg do extrato bruto e 100 mg das
fragGes mais polares (AcOEt, ButOH e HD). O extrato bruto foi lavado trés vezes
com 2mL de diclorometano (CH2Cl2) e o residuo insoluvel foi filtrado.
Posteriormente, foram adicionados 30 mL de agua acidificada (pH=4) nas
fracdes e no residuo insoluvel do extrato bruto. Depois foi feita uma filtracédo e

um terco do volume das amostras foi transferido para os tubos de ensaio. Em
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seguida, as amostras foram basificadas usando uma solugédo de Hidroxido de
amoénio 0,01 N até se obter pH=11. Posteriormente foi feita uma extragdo com 7
mL de diclorometano, retirou-se a fase organica e transferiu-se para outro tubo
de ensaio. A observacao de formagao de precipitado flosculoso, € indicativo da

presenca de alcaloides.

4.6 Prospeccao fitoquimica para caracterizagao de saponinas

Para o teste foram pesados 300 mg das fragbes AcoEt, ButOH, HD e
extrato bruto de M. dubia. Em seguida, as amostras foram solubilizadas com 10
mL de agua destilada, e filtradas para os tubos de ensaio. As solugbes foram
agitadas por 3 minutos. Matos (2009) diz que a formagao de espuma persistente

na solucao ¢é indicacido da presenca de saponinas.

4.7 Teste de confirmagao para saponinas

Nos tubos de ensaio do teste de caracterizacido de saponinas foram
adicionados 2 mL de acido cloridrico concentrado. Os tubos foram imersos em
banho-maria por 1h e em seguida foram colocados para esfriar em temperatura
ambiente. Posteriormente, foi adicionado nos tubos de ensaio hidréxido de
amoénio 0,01 N e as solugdes foram agitadas novamente. Para Matos (2009) a
nao formacao de espuma e auséncia de precipitado confirma a presenca de

saponinas nas amostras.

4.8 Avaliagcao em placas cromatograficas

O perfil quimico foi obtido direcionando-se o protocolo para avaliar a
presenca de terpenos, alcaloides, fendlicos e flavonoides, usando-se para isso
reagentes reveladores como: solu¢ao de Difenilborato 1% (solugdo NP), cloreto
férrico, vanilina e Dragendorff (GUIMARAES, 2005).

4.9 Teste antioxidante

A atividade antioxidante foi medida pelo método do sequestro do radical
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). O teste foi feito com o extrato bruto (EB) e as
fragdes butanol (ButOH), acetato de etila (AC) e hidroalcodlica (HD). A placa
cromatografica foi enumerada de 1 a 4, identificada com a sigla do sistema de
eluicdo e do reagente DPPH, foi colocada trés vezes em uma cuba de vidro

usando como eluente o metanol para eliminar as impurezas, depois foi levada
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para a estufa por 30 minutos para ativacdo, foi posteriormente retirada e
colocada para esfriar em temperatura ambiente, 1 mg do extrato bruto e 5 mg
das fracdes butanol, acetato de etila e hidroalcodlica, foram solubilizadas em

metanol, e aplicadas na placa cromatografica com auxilio de capilares.

A placa cromatografica foi inserida na cuba de vidro para eluicdo no
sistema de eluicdo BAW (5:1:4) até que a fase movel cobrisse toda a placa,
sendo, posteriormente, retirada. Umedeceu um pedago de algod&o na solugéo
de DPPH e usando o algodao espalhou-se a solugdo nas areas onde as

amostras foram aplicadas e depois aguardou-se a reagao ocorrer.

4.10 Teste citotoxico

Analise de citotoxicidade foi realizada pelo método do MTT descrito
primeiramente por Mosman (1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade
e o estado metabdlico da célula. E uma andlise colorimétrica baseada na
conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol) -2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium
(MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes
somente nas células metabolicamente ativas. O estudo citotdxico pelo método
do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de

acgao (Berridge et al, 1996).

As células foram plaqueadas nas concentragdes de 7 x 10* céls/mL (HCT-
116), 1 x 10° céls/mL (SNB19 e PC3), 3 x 10° céls/mL (HL60), e 5 x 10° céls/mL
(HaCat). As amostras foram testadas primeiramente em concentragao unica nas
linhagens Carcinoma de célon (HCT-116), carcinoma de prostata (PC3) e
Astrocitoma (SNB-19). Em seguida, apés a selecdo das amostras com
porcentagem de inibicdo acima de 60%, foi realizada a diluigdo seriada nas
concentragbes maxima e minima de 250 a 3,90 pg/mL (para os extratos), 100 a
1,56 yg/mL (para as fragbes), em duplicata em trés experimentos diferentes. As
placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO2 a 37 °C. Ao término
deste, as placas foram centrifugadas e o sobrenadante foi removido. Em
seguida, foram adicionados 100 puL da solugao de MTT (sal de tetrazolium), e as
placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apds dissolugao do
precipitado com 100 uL de DMSO puro em espectrofotdmetro de placa, no

comprimento de onda de 595 nm.
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A analise das amostras testadas contra a linhagem ndo tumoral HaCat
teve como objetivo a obtencdo de dados para o célculo do indice de Seletividade
(IS), que indica a seletividade de um determinado composto entre uma linhagem
tumoral e uma nao tumoral. Esse resultado direciona o potencial da utilizacdo de
um composto em estudos futuros na respectiva linhagem tumoral avaliada. O
calculo deste indice corresponde a divisdo entre o valor da Clso de cada
composto-teste na linhagem de célula ndo tumoral (HaCat) e o valor da Clso de
cada composto na linhagem de células tumorais (IS = Clso HaCat/ Clso células
tumorais) (Tabela 8). Suffness e Pezzuto (1991) consideraram IS significativo
aquele que apresentava um valor maior ou igual a 2,0; ou seja, 0 composto
apresenta atividade duas vezes maior na linhagem de células tumorais do que

na linhagem néo tumoral.
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

Para a pesquisa foram obtidos 93,88 g de extrato das folhas da M.dubia,
o rendimento do extrato bruto e fragdes: Precipitado, Hidroalcéolica, hexano,
acetato de etila e butanol encontra-se na tabela 1 e os calculos para obter a

porcentagem dos rendimentos foram feitos usando a equagao 1.

Massa das fracoes
(R%)= .

X100 S0 1
Massa total do extrato (equagdo 1)

Tabela 4: Rendimentos do extrato bruto e das fragdes do camu-camu

Amostras Peso Rendimentos
Extrato Bruto (EB) 39,519 42,0%
Precipitado (PP) 23,549 25,0%
Hexano (HX) 0,022¢g 0,02%
Cloroférmio (CHCIs) 6,319 6,72%
Acetato de Etila (AC) 7,969 8,4%
Butanol (ButOH) 5,589 5,9%
Hidroalcodolica (HD) 10,969 11,67%

5.1 Prospeccao fitoquimica para caracterizagao de fenodlicos

As plantas sao fontes abundantes de compostos fendlicos. A triagem
fitoquimica preliminar pode fornecer uma indicagéo dos constituintes fendlicos.
Testes qualitativos simples baseados em observacgdes de cor ou na formacéao de
precipitados com reagentes especificos podem mostrar a presenca de certos

compostos fendlicos (Kisiriko et al, 2021).

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos especializados das plantas, com
um ou mais anéis aromaticos ligados a um ou mais grupos hidroxila, e podem
ser encontrados desde os mais simples, como os acidos fendlicos, até os mais
complexos, como os taninos (Alara et al, 2021). A prospeccao fitoquimica para
fendlicos € uma técnica que tem como objetivo identificar e caracterizar no
extrato de plantas compostos fendlicos. Foram avaliados o extrato bruto e

fracOes: acetato de etila, butandlica e hidroalcodlica.
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Na prospeccao fitoquimica a caracterizacdo dos compostos fendlicos
ocorre por meio de reacdes quimicas que causam mudancas de coloracéo e até
formacéo de precipitado. Na técnica descrita por Matos (2009) a formacé&o da cor
vermelho-azul significa a presenca de fendis e a presenca de precipitado escuro
de cor verde a presenca de taninos flobabénicos (taninos condensados ou
catéquicos). Esse procedimento mostrou fendis no extrato bruto, enquanto que
as fracdes butanolica, acetato de etila e hidroalcodlica exibiu a presenca de
taninos flababénicos como mostra no tubo de ensaio identificado FeCls nas
figuras de 1 a 4.

O teste do cloreto férrico utiliza-se de uma reagado de complexagao entre
a hidroxila fendlica e o Fe*, os fendis ao reagirem com cloreto férrico (FeCls)
formam complexos coloridos, sendo estd uma das reacgdes que identificam esses
compostos. A coloracdo do complexo formado varia do azul ao vermelho,
dependendo do solvente, essa reagdo pode ocorrer em agua, metanol ou

diclorometano (Pazinato et al, 2012).

Alguns compostos fendlicos como antocianinas, antocianidinas e
flavonoides se comportam de formas distintas conforme a variacédo de pH, Matos
(2009) explica que por isso a caracterizagdo desses compostos é feita em pH 3,
pH 8,5 e pH 11. Antocianinas e antocianidinas em pH 3 formam cor vermelha,
em pH 8,5 cor lilas e em pH 11 coloracdo azul-purpura. Por sua vez Flavonas,
Flavondis e Xantonas em pH 11 tem cor amarela. Isso acontece porque 0S
flavonoides sofrem reducdo pelo hidrogénio liberado na reacdo do magnésio
(Mg) com o acido cloridrico (HCI), além de facilitar a formacao dos complexos
coloridos. Chalconas e Auronas em pH 3 apresentam cor vermelha e em pH 11
cor vermelho purpura, enquanto que flavonéis e flavanonol cor vermelho laranja
em pH 11. Os resultados do ensaio revelaram a presenca de flavanonol e
flavanonas nas fracdes acetato de etila, butanolica e hidroalcoolica, o extrato

bruto evidenciou a presenca de flavanonas, chalconas e auronas.

As antocianinas, sdo amplamente distribuidas nas frutas e nos vegetais
sao flavonoides estruturalmente relacionados com a flavona. O cloreto de
cianidina é um sal vermelho (pH acido) e sua cor varia conforme o pH da solugéo.

Em solugdo fracamente basica (pH 8), toma a coloracédo violeta devido a
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formacéo da anidrobase, de estrutura quinoide. Em repouso, a solugao torna-se
incolor pela conversdo da anidrobase para a pseudobase, onde se perde a
estrutura quinoide. Quando esta solugdo incolor passar para uma alcalinidade
maior (pH 12), a cor passa a azul devido a formag&o do anion da anidrobase. Se
esta solugdo se torna acida (pH < 4), a cor passa a vermelho por causa da
regeneragao do cloreto de cianidina. Por outro lado, em repouso e solugao
alcalina, todos os compostos sao convertidos em chalconas, de cor amarela
(Sociedade Brasileira de Farmacognosia, 2017 apud Santos, 2018).

Na caracterizagcdo de leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas,
Matos (2009) recomenda que as solu¢des contendo as amostras sejam testadas
em pH acido entre 1-3 e pH alcalino de até 11 e aquecidas. Em pH 3 as
leucoantocianidinas tem cor vermelha e as catequinas coloragéao pardo-amarelo
e em pH 11 as flavanonas apresentam coloragéo vermelho laranja como indicado
pela tabela 3. O resultado obtido nesse teste revelou a presenca de flavanonas
no extrato bruto e nas fracdes bulanolica, acetato de etila e hidroalcéolica, como

mostra o tubo identificado com pH 11 A nas figuras de 1 a 4.

Figura 1: Extrato bruto Figura 2: Fracdo Butanolica
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Fonte: AUTOR, 2022
Fonte: AUTOR, 2022
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Figura 4: Fragao Hidroalcoolica

Figura 3: Fragéo Acetato de etila

Fonte: AUTOR, 2022 Fonte: AUTOR, 2022

Tabela 5: Constituintes fendlicos das fragbes de M. dubia

Classes EB AC BUT HD
Fenois e taninos Fencis Taninos Taninos Taninos
flababénicos flababénicos flababénicos

Antocianinas e antocianidinas - - - -

Flavonas, flavonois e xantonas - Flavonas Flavonas Flavonas
Chalconas e auronas + - - -
Flavanonol - + + +

Leucoantocianidinas - - - _
Catequinas - = - -

Flavanonas + + + +

A prospeccgao fitoquimica resultou na identificacdo de seis grupos de
compostos fendlicos (Fendis, taninos flobabénicos, flavanonas, flavanonol e
flavonas) diferentes no extrato bruto e nas fra¢cdes do extrato das folhas do camu-
camu como apresenta a tabela 5. Chagas et al (2021) identificaram flavanonas
no coproduto (semente, casca e residuos de polpa) e Chirinos et al (2010) no
fruto do camu-camu. Taninos condensados foram identificados nas sementes por
Fidelis et al (2019) e Carmo et al (2020), assim como taninos hidrolisaveis no
fruto foi caracterizado por Chirinos et al (2010). Essas descobertas corroboram

com os achados previamente relatados na literatura cientifica.
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5.2 Prospecgao fitoquimica para caracterizagdao de terpenos
(Lieberman-Burchard)

Figura 5: Fracao cloroférmio, hidroalcéolica, extrato
bruto e precipitado

Cc.

Fonte: AUTOR, 2022

O principal teste analitico para detec¢ao de esteroides em plantas é a
prova de Liebermann-Burchard, que consiste no tratamento da amostra com
anidrido acético em presencga de acido acético e algumas gotas de acido sulfurico
ocorrendo a desidratagdo seguida de oxidacdo do sistema de anéis do
ciclopentanoperidrofenantreno formando um esteroide aromatico que ¢é
evidenciada pelo aparecimento de uma coloracao azul esverdeada (Burke, 1974;
Xiong, 2007 apud Gustavo, 2009).

O extrato bruto (EB) e a fragdo precipitado (PP) demostraram ter
esteroides livres e as fragdes cloroférmio (CHCI3) e hexanica (HX) a presenca
de triterpenoides pentaciclicos. Segundo Matos (2009) a cor vermelha pardo na
solucao indica triterpenoides pentaciclicos livres enquanto que a formagao da

cor verde a presenca de esteroides livres como mostra a figura 5.

O estudo feito por Ribeiro et al (2021) identificou terpenos nas sementes
da M. dubia e Souza et al (2021) constatou a presenca de terpenos em todos os
estagios de maturagéo do fruto. Herrera et al, (2018) usando o mesmo método
de Lieberman-Burchard verificou a presencga de terpenos e esteroides no extrato
etandlico da M. dubia. Essas descobertas estdo em concordancia com as

evidéncias previamente reportadas na literatura.
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5.3 Prospeccao fitoquimica para caracterizagao de saponinas

Figura 6: Fragao butanolica, acetato de etila,

hidroalcoolica.

Fonte: AUTOR, 2022

No teste inicial todas as amostras indicaram a presenga de saponinas. No
teste confirmatdrio de saponinas o extrato bruto (EB) e a fragdo hidroalcodlica
(HD) apresentaram saponinas triterpénicas e as fragdes: acetato de etila (AC) e
(ButOH) saponinas esteroidais. Na metodologia descrita por Matos (2009),
quando tem a formagcao de espuma na solugao € indicativo da presenca de
saponinas, € a confirmagao € a nao formacdo de espuma e presenca de

precipitado quando o hidroxido de aménio é adicionado a solucao.

As saponinas tem glicosideos que sao compostos n&o nitrogenados que
se dissolvem em &gua originando solu¢des afrégenas (espumantes), por
diminuicao da tensao superficial do liquido. Apresentam ainda as propriedades
de emulsionar oleos e de produzir hemdlise. Esta ultima deve-se a capacidade
do glicosideo de se combinar com as moléculas de colesterol presentes na
membrana dos eritrécitos, perturbando o equilibrio interno-externo e
promovendo a ruptura da célula com consequente liberagdo da hemoglobina

(Sociedade Brasileira de Farmacognosia, 2009)
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Resultados semelhantes foram encontrados por Silva et al (2012) que
relatou a presenga de saponinas no fruto da M. dubia e Silva (2018) que
demonstrou por analise fitoquimica a presenca de saponinas e taninos no suco
do camu-camu. Dessa forma os resultados obtidos corroboram com aqueles

encontrados na literatura sobre a presencga de saponinas no camu-camu.
5.4 Prospeccgao fitoquimica para caracterizagao de alcaloides

Figura 7: Frag&o extrato bruto, hidroalcéolica,

acetato de etila e butanoica.

Fonte: AUTOR, 2022

Na caracterizagdo para alcaloides o extrato bruto (EB) e as fragbes:
hidroalcodlica (HD), acetato de etila (AC) e butandlica (ButOH) indicaram a
presenca de alcaloides como mostra a figura 7. Matos (2009) diz que presenca
de precipitado floculoso, pesado em pelo menos dois tubos é indicativo da

presenca de alcaloides na amostra

Os achados estdao de acordo com Ribeiro et al (2021) que relatou a
presenca de alcaloides nas sementes do camu-camu, Herrera-Calderoén et al,
(2018) que relatou que em extratos etandlicos do fruto da M. dubia contém

alcaloides e Silva, et al (2022) que identificaram alcaloides na casca do fruto.
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5.5 Avaliagao das placas cromatograficas (CCD)

Figura 8: Fase estacionaria de silica gel, fase

movel BAW (5:1:4), revelador vanilina sulfurica.

EB: 1
HX: 2
CHCLs: 3
PP: 4
AC: 5
ButOH: 6

Fonte: AUTOR, 2022

Figura 10: Fase estacionaria de silica gel,
fase movel BAW (5:1:4), revelador NP/Peg.

EB: 1
HX:
CHCLas:
PP:
AC:
ButOH:
HX:

N o o0 A W N

Fonte: AUTOR, 2022

Figura 9: Fase estacionaria de silica gel, fase
moével BAW (5:1:4), revelador vanilina sulfurica
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Fonte: AUTOR, 2022

A cromatografia em delgada (CCD) indicou a presenca de terpenos no

extrato bruto (EB) e nas fragdes: cloroférmica (CHCIs), hexénica (HX),

precipitado (PP), butandlica (ButOH) e hidroalcodlica (HD). A presenga de

terpenos é indicada pela cor marrom como mostra a figura 8. O extrato bruto

(EB) e as fragdes: precipitado (PP) acetato de etila (AC) mostraram ter

flavonoides. A presencga desse composto é evidenciada pelo aparecimento da

cor amarela na placa cromatografica mostrada na figura 9 e pela coloragéo rosa

neon na figura 10.

1: EB
2: HX
3: CHCLs
4: PP
5:AC
6: ButOH
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Chagas et al (2021) identificaram onze flavonoides nos coprodutos
(sementes, cascas e polpa residual) do camu-camu. Da mesma forma
Fracassetti et al (2013) caracterizaram flavonoides na farinha de residuos
(semente e cascas), assim como terpenos foram identificados nas sementes da
M. dubia por Ribeiro et al (2021). Portanto os resultados obtidos corroboram com

aqueles encontrados na literatura.

O sistema de eluicdo BAW (butanol, acido acético e agua) ndo separou
os compostos. A vanilina sé revelou terpenos na primeira placa cromatografica.
Na segunda placa cromatografica como mostra a figura 9, a vanilina sulfarica
revelou terpenos e flavonoides. Uma das explicacdes para a falha na separagao
pode ser atribuida a polaridade do sistema de eluicdo BAW ser semelhante ao

das substancias presentes nas fragoes.

Fidelis et al (2018) em seu trabalho com as sementes do camu-camu
relataram que o sistema composto por 40,7% de agua, 16% de alcool etilico e
43,3% de propanona foi um sistema de solvente promissor para extrair o maior
teor de compostos bioativos em sua pesquisa, os compostos apolares foram
extraidos pela propanona. Carmo et al (2019) produziram diferentes extratos
hidroalcdolicos das sementes do camu-camu e perceberam que havia diferenca
no conteudo fendlico entre eles, sugerindo que o sistema de solventes afeta
fortemente a extracdo de compostos fendlicos. O extrato hidroalcéolico
composto por 50% H20 + 50% de EtOH foi o que obteve melhores resultados

em sua pesquisa.

O Fator de Retencéao (RF) foi calculado usando a placa da figura 8, pois
nelas estdo todas as fragbes e o extrato bruto do camu-camu. Os seguintes
fatores de retengdo foram obtidos: extrato bruto (EB): 0,38 e 0,84, e para a
fragbes: hexanica (HX): 0,74, cloroférmica (CHCIs): 0,38 e 0,48, precipitado
(PP): 0,3/ 0,4/ 0,54 e 0,8, butandlica (BuOH): 0,38 e hidroalcodlica (HD): 0,34.
Nao foi possivel calcular o Rf da fragado acetato de etila (AC) porque ndo houve

separacao.
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5.6 Teste Antioxidante da M.dubia

Figura 11: Fase estacionaria de silica gel,
fase mével BAW (5:1:4), revelador DPPH

1. EB
' 2:AC
3: ButOH
4: HD

Fonte: AUTOR, 2022

O teste de DPPH foi feito com as fragdes mais polares: ButOH, AC e HD
e o EB (Figura 11). O teste mostrou que o extrato bruto (EB) e as fragdes acetato
de etila (AC) e butanol (ButOH) apresentam uma alta atividade antioxidante em

comparacdo com a fragao hidroalcodlica (HD) (figura 11).

Este ensaio se baseia na medida da capacidade antioxidante de uma
determinada substancia em sequestrar o radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina.
Quando uma determinada substancia que age como doador de atomos de
hidrogénio é adicionada a uma solugdo de DPPH, a hidrazina € obtida com

mudanca simultanea na coloragéo de violeta a amarelo palido (Alves et al, 2010).

Fidelis et al (2020) atribuem a atividade antioxidante da M. dubia a alta
concentracdo de compostos fendlicos em sua composi¢cdo. Os fendis sao
potentes antioxidantes, sdo compostos que evitam que biomoléculas (proteinas,
acidos nucléicos, lipidios poliinsaturados e agucares) sofram danos oxidativos
através de reagdes mediadas por radicais livres (Voulo et al, 2019). Em sua
capacidade antioxidante, os compostos fendlicos sdo potentes doadores de H*
para aceitadores de radicais livres devido a deslocalizacdo de elétrons através
da molécula, produzindo radicais menos reativos e mais estaveis, prevenindo

danos ao DNA, proteinas e lipidios (Carmo et al, 2021).
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Kaneshima et al (2016) ao estudar a propriedade antioxidante das
sementes da M.dubia identificou 6 taninos (Elagitaninos C-glicosidicos
grandinina, vescalagina, castalagin, metilvescalagina, estaquiurina e
casuarinina) responsaveis pela atividade antioxidante. A estaquiurina exibiu a

atividade antioxidante mais forte entre os taninos identificados no estudo.

Fidelis et al (2018) ao estudar o extrato das sementes do camu-camu
verificou que quanto menor o teor de compostos fendlicos, menor a capacidade
antioxidante, ja no estudo de Carmo et al (2019) o extrato aquoso das sementes

exibiu maior teor de fendlicos totais e atividade antioxidante.

Dessa forma, os taninos flobabénicos e os flavonoides (flavona e
flavanonol) presentes no extrato bruto e nas fragdes butanolica e acetato de etila,
de acordo com a prospecgao fitoquimica em tubos, podem ser responsaveis pela
atividade antioxidantes das folhas da M. dubia. Esses resultados reforcam os
achados por Kaneshima et al (2016) que atribui a atividade antioxidante aos
taninos identificados na semente do camu-camu. Os outros estudos citados
verificaram que a M. dubia tem uma significativa atividade antioxidante pelo
método de DPPH, porém nao relataram quais seriam os compostos

responsaveis pela propriedade antioxidante.

5.7 Teste citotoxico da Myrciaria dubia

Das seis amostras enviadas para o teste citotoxico, as fracdes precipitado
e cloroformio apresentaram potencial inibicdo de proliferacdo celular na
concentragéo de 100 ug/mL. Aamostra da fragao precipitado apresentou 86,58%
de inibicdo para a linhagem de carcinoma colorretal (HCT116) e a fragao
cloroférmica 63,50% para a linhagem de carcinoma de préstata (PC3) e 86,83%
para a linhagem carcinoma colorretal (HCT116) como mostra a Tabela 6 e o

grafico na figura 12.
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Tabela 6: Percentual de inibigdo do crescimento (IC%) dos compostos frente as linhagens
tumorais nas concentragdes Unicas de 250 ug/mL (para os extratos) e 100 ug/mL (para as
fragcbes) de Camu-camu.

Linhagem

PC3 SNB-19 HCT-116
celular

% de Desvio % de Desvio % de Desvio

Amostras C . .o - C 2 ~
inibicBo padrdo inibicdo padrao inibicéao padrao

Etanolica 21,11 0,64 16,35 4,54 23,29 9,86
Cloroférmio 63,50 2,61 32,91 3,59 86,83 0,24
Acetato de etila 14,73 2,31 13,97 3,14 32,91 4,26
Butanodlica 1,75 1,75 4,97 7,16 27,85 10,78
Hidroalcoolica 28,34 4,58 23,39 1,64 25,79 2,58
Precipitado 10,88 2,10 50,63 2,26 86,58 0,46

Figura 12: Grafico de inibicdo em concentracdo Unica em trés linhagens de células para os

extratos do camu-camu

CC - CAMU-CAMU

100 -
N PC3 : Carcinoma de prostata;
80— O SNB-19 : Astrocitoma;
Bl HCT116 : Carcinoma colorretal.
60 -B--W- -
" CC- G: Etanol
404 CC- I: Cloroférmio
20 CC- J: Acetato de Etila
CC- K: Butanol
T CC- L: Hidroalcéolica

CC-G CC-l CC-J CC-K CC-L CC-M CC- M: Precipitado

Na determinagdo da concentragdo inibitéria média (Clso0) a amostra
cloroférmica apresentou 41,26 pg/mL para linhagem PC3, acima de 100 pg/mL
para linhagem SNB19, 24,70 ug/mL para a linhagem HCT116 24,70 pg/mL e para
a linhagem HL60 28,49 ug/mL. Enquanto a fragao precipitado apresentou 33,56
pg/mL para linhagem PC3, 55 ug/mL para a linhagem SNB19, para a linhagem
HCT116 10,91 pg/mL e para a linhagem HL60 5,80 ug/mL como mostra a tabela
7.
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Sendo assim, as fracdes cloroférmica e precipitado foram mais ativas
contra as linhagens de carcinoma colorretal (HCT116) e leucemia promielocitica
(HL 60), apresentando os menores valores obtidos (Tabela 7 e os graficos na
figura 13), por outro lado a fragdo precipitado que exibiu uma maior eficacia
citotbxica com uma menor concentragdo necessaria para inibir 50% do
crescimento das células cancerosas de carcinoma colorretal (HCT116) e

leucemia promielocitica em comparacéao com a fragéo cloroférmio.
Tabela 7: C150 das amostras em linhagens de células apds diluigdo seriada nas concentragées

maxima e minima de 250 a 3,90 ug/mL (para os extratos), 100 a 1,56 ug/mL (para as fragdes),
10 a 0,15 pg/mL (substancias puras)

Linhagem PC3 SNB-19 HCT-116 HL60 HaCaT
celular
Amostra Clso 95% IC Clso 95% IC Clso 95% IC Clso 95% IC Clso 95% IC
Cloroférmio 41,26  33,62-52,08 >100 - 24,70 23,08-26,44 28,49 2517-32,17 651 52,05-85,90
Precipitado 33,56  22,00-65,90 55,14 42,19-77,82 10,91 8,86-13,25 580  4,42-739 20,66 18,48-23,14

Figura 13: Graficos de CI50 em concentragéo Unica em cinco linhagens de células nas concentragdes
maxima e minima de 250 a 3,90 pg/mL (para os extratos), 100 a 1,56 ug/mL (para as fragoes).
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CC-l : Cloroférmio
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Carmo et al (2019) demostrou que o extrato hidroalcoolico das sementes
da M. dubia tem efeito citotdxico contra as linhagens de células cancerigenas de
carcinoma hepatocelulas (HepG2), adenocarcinoma de pulmédo (A549),
carcinoma de colén (Caco-2 e HCTS8.) A metilvescalagina e epicatequina foram
os principais compostos fendlicos associados a citotoxicidade e nenhum dos
extratos testados no estudo apresentou toxicidade em relagdo as células nao

cancerigenas de fibroblastos humanos embrionarios (IMR90).

Segundo Fidelis et al (2020) o extrato otimizado da semente do camu-
camu tem efeito citotoxico e atividade antiproliferativa contra as células
cancerosa carcinoma de colén (HCT8) e adenocarcinoma de pulmao (A549),
além de proteger os eritrécitos contra hemolise. Os resultados obtidos usando
os extratos das folhas da M. dubia coletadas em ltacoatiara corroboram com os
resultados obtidos por Fidelis et al (2020) e Carmo et al (2019).

Em relacdo a seletividade, as amostras precipitado e cloroférmio
apresentaram valores de Clso de 65,10 e 20,66 pug/mL sobre a linhagem né&o
tumoral HaCat, respectivamente esses valores foram usados para calcular o
indice de seletividade (IS). A amostra cloroformica apresentou maior seletividade
para as linhagens de carcinoma colorretal (HCT116) e leucemia promielocitica
(HL60) e a amostra precipitado foi mais seletiva apenas para a linhagem
leucemia promielocitica (HL60) como mostra a tabela 8. As amostras né&o

apresentaram seletividade para as demais linhagens.
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Tabela 8: indice de seletividade (IS)

Indice de Seletividade (IS)

AMOSTRA

PC3 SNB-19 HCT-116 HL60
Cloroférmio 1,58 <2 2,64 2,29
Precipitado 0,62 0,37 1,89 3,56

Normalmente no teste citotdxico o indice de seletividade superiores a um
sao ideais porque indica uma maior toxicidade seletiva para células tumorais em
relacdo a células normais. A fracdo cloroférmio apresentou indices de
seletividades superiores a um para as linhagens carcinoma colorretal (HCT116)
e leucemia promielocitica (HL60) indicado uma preferéncia na toxicidade dessas
células cancerosas, enquanto a fracao precipitado apresentou um indice de
seletividade relativamente alto para a linhagem de leucemia promielocitica
(HL60). Dessa maneira, apesar de a seletividade ter uma variagdo entre as
linhagens de células, em especial células cancerigenas da linhagem carcinoma
colorretal (HCT116) e leucemia promielocitica (HL60), os resultados indicam
potencial terapéutico seletivo das fracdes precipitado e cloroférmio da M. dubia

em relacgao as células tumorais.
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6. CONCLUSAO

O estudo mostrou que as fracbes de M. dubia tem compostos fendlicos,
alcaloides, terpenos, esteroides livres, saponinas e flavonoides. O extrato bruto
e as fragdes acetato de etila e butanolica apresentaram uma alta atividade
antioxidante, possivelmente em decorréncia da alta concentragdo de compostos
fendlicos presentes nas folhas do camu-camu. O teste citotoxico mostrou que a
fracdo cloroférmica e precipitado foram ativas contra células da linhagem
carcinoma colorretal (HCT116) e leucemia promielocitica (HL60). A amostra
cloroférmica apresentou maior seletividade para as linhagens carcinoma
colorretal (HCT116) e leucemia promielocitica (HL60) e o precipitado foi mais
seletivo apenas para a linhagem de leucemia promielocitica (HL60). Os
resultados desse estudo evidenciam o potencial da M.dubia em termos de
atividade antioxidante e citotoxica, possivelmente atribuido a presenca de

compostos fendlicos.
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