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RESUMO

A espécie Citrus reticulata Blanco, representada por muitas variedades e hibridos, é
constituida de compostos fendlicos, principalmente flavonoides da classe das
flavanonas glicosidicas. Os flavonoides sao um grupo de compostos polifenélicos de
grande destaque e vém demonstrando diversas atividades farmacolégicas, podendo
citar seu potencial antitumoral. A partir disso, este trabalho teve como objetivo
determinar o teor de compostos fendlicos totais e de flavonoides totais presentes em
C. reticulata, bem como realizar a avaliagao in vitro do seu potencial antitumoral. Os
extratos das cascas e polpas de duas variedades de C. reticulata, Comum e Ponc4,
e o hibrido Murcote foram obtidos através de banho de ultrassom e posteriormente
liofilizados. A andlise quantitativa de compostos fendlicos foi realizada por meio de
ensaios espectrofotométricos e os resultados obtidos através de curva de calibragcéo
utilizando o padrédo correspondente. A atividade antitumoral foi determinada por meio
do ensaio de MTT para medir as células viaveis, frente a linhagem A549
(adenocarcinoma de pulmdo humano), submetida a diferentes concentractes dos
extratos (50 a 1000 pg/mL). O conteudo de fendis totais variou de 121,59 a 144,12
mg EAG/g para os extratos das polpas e de 166,62 a 173,70 mg EAG/g para os
extratos das cascas. O teor de flavonoides totais variou de 10,01 a 23,7 mg ER/g e
de 69,9 a 118,59 mg ER/g para os extratos das polpas e cascas, respectivamente.
Todos os extratos reduziram a porcentagem de células viaveis na concentracao de
50 pg/mL, no entanto, apenas a polpa da bergamota Poncéa e a polpa do hibrido
Murcote mantiveram a viabilidade celular reduzida nas concentra¢gfes subsequentes
de extrato avaliadas. Tanto as cascas das variedades testadas, bem como a polpa
da bergamota Comum apresentaram fraco poder inibitério. E possivel concluir que a
espécie estudada é fonte abundante de compostos fendlicos e flavonoides, porém
demonstrou-se que as maiores concentracdes de extrato avaliadas, bem como os
extratos com maior teor de compostos fendlicos e flavonoides ndo apresentaram o
efeito antiproliferativo esperado.

Palavras-chave: Citrus reticulata, compostos fendlicos, flavonoides, atividade
antitumoral.



ABSTRACT

The Citrus reticulata Blanco species, represented by many varieties and hybrids,
consists of phenolic compounds, mainly flavonoids of the class of glycosidic
flavanones. Flavonoids are a group of polyphenolic compounds of great prominence
and have been demonstrating diverse pharmacological activities, being able to cite
its antitumoral potential. From this, the objective of this work was to determine the
total phenolic compounds and total flavonoids present in C. reticulata, as well as to
perform the in vitro evaluation of its antitumor potential. The extracts of the bark and
pulp of two varieties of C. reticulata, Comum and Poncé, and the Murcote hybrid
were obtained through an ultrasonic bath and subsequently lyophilized. The
guantitative analysis of phenolic compounds was performed by means of
spectrophotometric tests and the results obtained through a calibration curve using
the corresponding standard. Antitumor activity was determined by the MTT assay to
measure viable cells against A549 line (human lung adenocarcinoma), submitted to
different concentrations of the extracts (50 to 1000 ug/mL). The content of total
phenols ranged from 121.59 to 144.12 mg GAE/g for the pulp extracts and from
166.62 to 173.70 mg GAE/g for the peel extracts. Total flavonoid content ranged from
10.01 to 23.7 mg RE/g and from 69.9 to 118.59 mg RE/g for pulp and peel extracts,
respectively. All extracts reduced the percentage of viable cells at the concentration
of 50 yg/mL, however, only the Ponca bergamot pulp and the Murcote hybrid pulp
maintained the reduced cell viability at the subsequent extract concentrations
evaluated. The peels of the tested varieties, as well as the common bergamot pulp
presented weak inhibitory power. It is possible to conclude that the studied species is
an abundant source of phenolic compounds and flavonoids, but it was demonstrated
that the higher concentrations of extract evaluated, as well as the extracts with higher
content of phenolic compounds and flavonoids did not present the expected
antiproliferative effect.

Key words: Citrus reticulata, phenolic compounds, flavonoids, antitumor activity.
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1 INTRODUCAO

Durante muito tempo as plantas tém sido utilizadas no tratamento de um
amplo espectro de doencas. Desde o inicio de 1800, os avan¢os no conhecimento
cientifico levaram a descoberta de compostos bioativos, denominados produtos
naturais (CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2014). Os produtos naturais sdo as
principais fontes de diversidade de matérias-primas. Um grande numero de
compostos derivados de produtos naturais encontra-se em diversos estagios de
desenvolvimento clinico, indicando o seu uso como fonte viavel a candidatos de
novos farmacos (MISHRA; TIWARI, 2011).

Citrus € um dos géneros que compreende as frutas mais importantes do
mundo, além de ser amplamente consumido principalmente como produtos frescos
ou suco, devido ao seu valor nutritivo e sabor especial (ABEYSINGHE et al., 2007).
Os frutos citricos abrangem diversos tipos de laranjas, bem como tangerinas,
tangors e tangelos, onde cada uma dessas espécies ou hibridos tem uma ou mais
variedades (PETERSON et al., 2006a). Importantes fontes de vitamina C e outros
compostos de promocéo da saude sao fornecidos por este género (WU et al., 2014).
Os principais componentes bioativos dos frutos citricos, os polifendis e os terpenos,
sdo constantemente apontados por intervir nos processos de desenvolvimento do
cancer (BELIVEAU; GINGRAS, 2007).

Compostos fendlicos representam um grupo muito diversificado de
componentes bioativos amplamente distribuidos em plantas, como frutas, legumes e
chas (IGNAT; VOLF; POPA, 2011). Entre os mais importantes e diversificados
compostos fendlicos, tem-se os flavonoides, presentes abundantemente entre os
metabdlitos secundarios dos vegetais (SIMOES et al., 2010). Ha4 muitas evidéncias
de gue estes compostos tém efeitos importantes na inibicdo da carcinogénese. O
papel dos flavonoides da dieta na prevencédo do cancer € amplamente discutido. A
alta ingestdo de flavonoides presentes em frutas e legumes pode estar associada
com uma baixa prevaléncia de cancer em seres humanos (REN et al., 2003).

O cancer se manifesta em diversas formas, todas caracterizadas pela livre
proliferacdo das células. Atualmente, existem muitas técnicas eficazes para o
tratamento do cancer, como cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Porém, as células
tumorais tendem a se adaptar ao tratamento, podendo sofrer mutagédo. Além disso, a

guimioterapia ocasiona diversos efeitos adversos, trazendo um comprometimento na



qualidade de vida dos pacientes. O cancer esta entre os problemas médicos mais
relevantes que afligem a populagcdo humana e estratégias de quimioprevencao
representam uma abordagem promissora na reducdo da sua incidéncia e
mortalidade (CHEN; CHEN, 2013).

Ha varias décadas, o cancer de pulmdo tem sido o mais comum de todas as
neoplasias, além de representar a causa mais comum de morte por cancer
(HUDLER; KOCEVAR; KOMEL, 2014). Mundialmente, sua incidéncia para o ano de
2012 foi de 1,82 milhdes de novos casos, sendo mais comum entre os homens. Ja
no Brasil, foi responsavel por 24.490 mil mortes no ano de 2013, com estimativa de
cerca de 28 mil novos casos em 2016. Estima-se que, anualmente, sua incidéncia
aumente em 2%. No entanto, no final do século passado, o cancer de pulmao
tornou-se uma das principais causas de morte evitaveis (INCA, 2016).

A espécie Citrus reticulata Blanco, conhecida principalmente como tangerina,
mandarina ou bergamota, € uma das mais aromaticas e prazerosas frutas para
consumo Iin natura, sendo diferenciada dos demais citricos pela facilidade com que
sua casca se desprende da polpa (SILVA; TASSARA, 2005). Como resultado do
grande consumo, sua producdo global para 2014/15 foi estimada em 27,1 milhdes
de toneladas, considerado um recorde de producdo (USDA, 2015). Além de a
espécie ser constituida de compostos fendlicos, representados principalmente por
flavonoides da classe das flavanonas glicosidicas, ha diversos relatos das suas
propriedades medicinais, incluindo a atividade antitumoral (DU; CHEN, 2010;
ZHANG et al., 2014a).

Avancos nas pesquisas do cancer tém tido muito sucesso durante a Ultima
década. Contudo, infelizmente, o nimero de novos casos cresce em um ritmo
acelerado, sendo fundamental a pesquisa na luta contra o cancer (KHAN; HUMA,
DANGLES, 2014). A utilizacdo de fitoquimicos para a prevencéao e cura de doencas
sdo bem conhecidas (KUMAR; PANDEY, 2013). Os flavonoides citricos tém
demonstrado diversas atividades farmacolOgicas, podendo citar seu potencial
antitumoral, o qual esta relacionado a toxicidade seletiva, acdo antiproliferativa e
apoptética sobre as células cancerosas, inibindo os processos de inducao,
promocao e proliferacdo da carcinogénese (TRIPOLI et al., 2007).

Tendo em vista a importancia de pesquisas acerca dos constituintes ativos
das plantas, bem como a necessidade da busca por novas alternativas eficazes de

prevencado e terapia do cancer, torna-se importante analisar a espécie C. reticulata



Blanco quanto & sua composi¢cdo e propriedade farmacoldgica. A partir disso, este
trabalho teve como objetivo determinar o teor de compostos fendlicos e de
flavonoides totais presentes em C. reticulata, bem como realizar a avaliag&o in vitro

do seu potencial antitumoral.
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ANEXOS

ANEXO A - Normas de publicacdo para a Revista Brasileira de Plantas

Medicinais

INSTRUCOES AOS AUTORES

ISSN 1516-0572 versdo impressa
ISSN 1983-084X versao on-line

Escopo e politica

A Revista Brasileira de Plantas Medicinais - RBPM € publicagéo trimestral,
exclusivamente eletronica a partir de 2012, e destina-se a divulgacao de trabalhos
cientificos originais, revisdes bibliograficas, e notas prévias, que deverao ser inéditos
e contemplar as grandes areas relativas ao estudo de plantas medicinais.
Manuscritos que envolvam ensaios clinicos deverdo vir acompanhados de
autorizacdo da Comissdo de Etica pertinente para realizacdo da pesquisa. Os
artigos podem ser redigidos em portugués, inglés ou espanhol, sendo obrigatoria a
apresentacdo do resumo em portugués e em inglés, independente do idioma
utilizado. Os artigos devem ser enviados por e-mail: rbpm.sbpm@gmail.com, com
letra Arial 12, espaco duplo, margens de 2 cm, em "Word for Windows". Os artigos,
em qualquer modalidade, ndo devem exceder 20 paginas. No e-mail, enviar telefone

para eventuais contatos urgentes.

Para a publicacdo, os artigos aprovados submetidos a RBPM a partir de 1° de
Abril de 2013 (inclusive), terdo custo de tramite de 300 reais (trezentos reais) a ser
efetivado pelos autores/responsaveis somente na ocasido do recebimento da carta
de aceitacdo do artigo, quando receberdo o respectivo boleto e instrucdes para o

pagamento.
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Forma e preparacéo de manuscritos

REVISOES BIBLIOGRAFICAS E NOTAS PREVIAS

Revisbes e Notas prévias deverdo ser organizadas basicamente em: Titulo, Autores,
Resumo, Palavras-chave, Abstract, Key words, Texto, Agradecimento (se houver) e
Referéncia Bibliografica.

Atencéo especial deve ser dada aos artigos de Revisédo evitando a citacao Ipsis-

litteris de textos, que configura plagio por lei.

ARTIGO CIENTIFICO

Os artigos deveréo ser organizados em:

TITULO: Devera ser claro e conciso, escrito apenas com a inicial maitscula, negrito,
centralizado, na parte superior da pagina. Se houver subtitulo, deverd ser em
seguida ao titulo, em minuscula, podendo ser precedido de um numero de ordem em
algarismo romano. Os nomes comuns das plantas medicinais devem ser seguidos

pelo nome cientifico (binbmio latino e autor) entre parénteses.

AUTORES: Comecar pelo ultimo sobrenome dos autores por extenso (nomes
intermediarios somente iniciais, sem espaco entre elas) em letras maiusculas, 2
linhas abaixo do titulo. Apds o nome de cada autor devera ser colocado um numero
sobrescrito que devera corresponder ao endereco: instituicdo, endereco da
instituicdo (rua e numero ou Caixa Postal, cidade, sigla do estado, CEP, e-mail).
Indicar o autor que devera receber a correspondéncia. Os autores devem ser

separados com ponto e virgula.

RESUMO: Devera constar da mesma pagina onde estdo o titulo e os autores, duas
linhas abaixo dos autores. O resumo devera ser escrito em um unico paragrafo,
contendo objetivo, resumo do material e método, principais resultados e concluséao.

N&o devera apresentar citacdo bibliogréfica.
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Palavras-chave: Deverdo ser colocadas uma linha abaixo do resumo, na margem

esquerda, podendo constar até cinco palavras.

ABSTRACT: Apresentar o titulo e resumo em inglés, no mesmo formato do redigido
em portugués, com excec¢do do titulo, apenas com a inicial em mailscula, que vira
apos a palavra ABSTRACT.

Key words: Abaixo do Abstract deverdo ser colocadas as palavras-chave em inglés,

podendo constar até cinco palavras.

INTRODUCAO: Na introducdo devera constar breve revisdo de literatura e os
objetivos do trabalho. As citacGes de autores no texto deveréo ser feitas de acordo
com os seguintes exemplos: Silva (1996); Pereira & Antunes (1985); (Souza & Silva,

1986) ou quando houver mais de dois autores Santos et al. (1996).

MATERIAL E METODO (CASUISTICA): Devera ser feita apresentacdo completa
das técnicas originais empregadas ou com referéncias de trabalhos anteriores que
as descrevam. As analises estatisticas deverdo ser igualmente referenciadas. Na
metodologia deverdo constar os seguintes dados da espécie estudada: nome
popular; nome cientifico com autor e indicagdo da familia botanica; nome do
botanico responsavel pela identificacdo taxonémica; nome do herbario onde a
exsicata esta depositada, e o respectivo numero (Voucher Number); época e local

de coleta, bem como, a parte da planta utilizada.

RESULTADO E DISCUSSAQ: Poderéo ser apresentados separados, ou como um

s6 capitulo, contendo a conclusdo sumarizada no final.

AGRADECIMENTO: devera ser colocado neste capitulo (quando houver).

REFERENCIA: As referéncias devem seguir as normas da ABNT 6023 e de acordo

com o0s exemplos:
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Periddicos:

AUTOR(ES) separados por ponto e virgula, sem espaco entre as iniciais. Titulo do
artigo. Nome da Revista, por extenso, volume, niUmero, pagina inicial-pagina final,
ano.

KAWAGISHI, H. et al. Fractionation and antitumor activity of the water-insoluble
residue of Agaricus blazei fruiting bodies. Carbohydrate Research, v.186, n.2,
p.267-73, 1989.

Livros:

AUTOR. Titulo do livro. Edicao. Local de publicacdo: Editora, Ano. Total de paginas.
MURRIA, R.D.H.; MENDEZ, J.; BROWN, S.A. The natural coumarins: occurrence,
chemistry and biochemistry. 3.ed. Chinchester: John Wiley & Sons, 1982. 702p.

Capitulos de livros:

AUTOR(ES) DO CAPITULO. Titulo do Capitulo. In: AUTOR (ES) do LIVRO. Titulo
do livro: subtitulo. Edicdo. Local de Publicacdo: Editora, ano, pagina inicial-pagina
final.

HUFFAKER, R.C. Protein metabolism. In: STEWARD, F.C. (Ed.). Plant physiology:
a treatise. Orlando: Academic Press, 1983. p.267-33.

Tese ou Dissertacao:

AUTOR. Titulo em destaque: subtitulo. Ano. Total de paginas. Categoria (grau e
area de concentracao) - Instituicdo, Universidade, Local.

OLIVEIRA, A.F.M. Caracterizacdo de Acanthaceae medicinais conhecidas como
anador no nordeste do Brasil. 1995. 125p. Dissertacdo (Mestrado - Area de
Concentracdo em Botanica) - Departamento de Botanica, Universidade Federal de

Pernambuco, Recife.

Trabalho de Evento:
AUTOR(ES). Titulo do trabalho. In: Nome do evento em caixa alta, nimero, ano,
local. Tipo de publicacdo em destaque... Local: Editora, ano. pagina inicial-pagina

final.
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VIEIRA, R.F.; MARTINS, M.V.M. Estudos etnobotanicos de espécies medicinais de
uso popular no Cerrado. In: INTERNATIONAL SAVANNA SYMPOSIUM, 3., 1996,
Brasilia. Proceedings... Brasilia: Embrapa, 1996. p.169-71.

Publicacéo Eletrénica:

AUTOR(ES). Titulo do artigo. Titulo do periédico em destaque, volume, nimero,
pagina inicial-pagina final, ano. Local: editora, ano. Paginas. Disponivel em:
<http:/www........ >. Acesso em: dia més (abreviado) ano. PEREIRA, R.S. et al.
Atividade antibacteriana de 6leos essenciais em cepas isoladas de infeccao urinéria.
Revista de Saude Publica, v.38, n.2, p.326-8, 2004. Disponivel em:
http://www.scielo.br. Acesso em: 18 abr. 2005.

N&o citar resumos e relatorios de pesquisa, a ndo ser que a informacéo seja muito
importante e n&do tenha sido publicada de outra forma. Comunicacdes pessoais
devem ser colocadas no rodapé da pagina onde aparecem no texto e evitadas se
possivel. Devem ser também evitadas citacdes do tipo: Almeida (1994) citado por
Souza (1997).

TABELAS: Devem ser inseridas no texto, com letra do tipo Arial 10, espaco simples.
A palavra TABELA (Arial 12) deve ser em letras maiusculas, seguidas por algarismo

arabico; ja quando citadas no texto devem ser em letras minusculas (Tabela).

FIGURAS: As ilustracdes (graficos, fotograficas, desenhos, mapas) devem ser em
letras mailsculas seguidas por algarismo ardbico, Arial 12, e inseridas no texto.
Quando citadas no texto devem ser em letras minusculas (Figura). As legendas e
eixos devem ser em Arial 10, enviadas em arquivos separados, com resolucdo 300

DPI, 800x600, com extensdo JPG ou TIFF, para impressao de publicagéo.

Processo de avaliacdo: Os manuscritos sdo analisados por, pelo menos, dois
pareceristas, segundo um roteiro de andlise baseado principalmente no contetudo
cientifico. Os pareceristas recomendardo a aceitacdo com ou sem necessidade de
retornar; recusa, ou sugerir reformulacées, e que, neste caso, o artigo reformulado
retornard ao parecerista até que a avaliagdo seja concluida. Quando no minimo 2

pareceristas aprovarem, sem necessidade de retornar, 0 artigo estara pronto para
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ser publicado e o autor recebera a carta de aceite bem como as instru¢des para
pagamento dos custos de tramite (R$300 reais)*. Os nomes dos pareceristas

permanecerao em sigilo, omitindo-se também perante estes os nomes dos autores.

* Somente os artigos aprovados que foram submetidos a partir de 1° de abril de

2013 terdo custo para publicacao.

Direitos autorais: Ao encaminhar um manuscrito para a RBPM os autores devem
estar cientes de que, se aprovado para publicagéo, o copyright do artigo, incluindo
os direitos de reproducdo em todas as midias e formatos, deverd ser concedido

exclusivamente para as Memorias.

ATENCAO: Artigos que n&o estiverem de acordo com essas normas serdo

devolvidos.

Observacdo: Sao de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e
conceitos emitidos nos trabalhos. Contudo, reserva-se ao Conselho Editorial, o
direito de sugerir ou solicitar modificacdes que julgarem necessarias.

Envio de manuscritos

Os artigos devem ser enviados por e-mail: rbopm.sbpm@gmail.com



