Tropikal Meyve Camu-Camu (Myrciaria dubia) Tohumlarinin Anti-inflamatuar Etkileri
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OZET : Tropikal meyve camu-camu tohumlarinin metanolik ekstresi, karragenan kaynakl pence édemi
endiklenmis model farelerde anti-enflamatuar aktivitesi acgisindan tarandi. Ekstrakt, oral uygulama
yoluyla farelerde 6dem olusumunu ve nitrik oksidin makrofaj tirevli RAW 264.7 hiicrelerinden in vitro
salinimini 6nemli 6l¢lide bastirdi.Spektroskopik analizlerin sonuglarina dayanarak, aktif bilesik, in vivo
biyo-sayim gidumlia fraksiyonlama ile 3--hidroksi-lup-20 (29) -en-28-oik asit, anti-enflamatuar
triterpenoid olarak bilinen betulinik asit olarak tanimlandi.Bu bulgular, camu-camu cekirdegi
ekstresinin, bagisiklk ile ilgili hastaliklarin 6nlenmesi igin bir betulinik asit kaynagi ve fonksiyonel bir
gida maddesi olarak potansiyel olarak faydali bir materyal oldugunu géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: camu-camu meyvesi tohumu Myrciaria dubia, farelerde anti-enflamatuar etkiler,
nitrik oksit saliniminda baskilayici etki, betulinik asit

Camu-camu, Peru'ya 6zgii tropikal bir meyvedir ve zengin bir C vitamini (1, 2) ve antosiyanin (3)
kaynagi olarak bilinir. Sikilmis meyve 6zii, Japonya'daki birgok tatl ve icecek tiriinde de kullanilir.
Bununla birlikte, camu-camu'nun diger kisimlari heniiz kullanilmamustir. Diger meyvelerde, tohumlar
cogunlukla biyolojik aktiviteye sahip bilesenler icerir; 6rnegin, seftalideki amigdalin (4, 5), nardaki
polifenoller (6), Gzlimdeki (7) prosiyanidinler ve ¢arkifelek meyvesindeki (8) antifungal proteinler
tohum o6zitlerinden biyoaktif bilesikler olarak bildirilmistir.Camu-camu'nun olasi kullanimlarini
belirlemeye yonelik ¢alismalarimizda, karragenan kaynakli 6dem endiiklenmis model farelerde ve
LPS ile muamele edilmis RAW264.7 hiicrelerinde, tohumun metanol ekstraktinda anti-enflamatuar
aktivite tespit ettik. Camu-camu tohumunun ham ekstraktindan in vivo biyoaktif glidiimli
fraksiyonlamadan sonra, ana aktif bilesen saflastirildi ve spektroskopik analiz ile betulinik asit olarak
tanimlandi.

MALZEMELER VE YONTEMLER

Ornek hazirlama: Taze camu-camu tohumlari (92 g), 3 giin boyunca oda sicakliginda 10 hacim MeOH
ile 6zimlendi. Filtrasyon ve ekstraktin buharlastiriimasi ile elde edilen soluk yesil yag (7.0 g),
camu-camu tohumlarinin ham ekstrakti olarak in vivo ve in vitro deneylerde kullaniimistir.Hayvanlar:
Japan SLC, Inc.'den (Hamamatsu, Japonya) erkek Std: ddY fareleri kullanildi. 1 hafta hayvanlari
cevrelerine alistirmak icin oda, 12 saat aydinlik / karanlik déngtisinde 24 + 1°C'de ve % 50 + 10
nemde muhafaza edildi ve hayvanlar suya ve standart laboratuar yemi, Labo MR stoguna (Nosan,
Japonya) serbest erisim sagladi. Hayvan galismalari, Japonya Cevre Bakanliginin 88 No'lu Bildirimi
baslikli 2006 kilavuzuna gore yapilmistir.

Karragenan kaynakli pengce 6demi endiiklenmis model fareler.Test, 9 haftalik farelerde Winter et al.
(9) metodlarinda kiglk degisiklikler yapilarak yiritaldi. Numune ¢ozeltisinin alimindan 30
dakika sonra (1.0 mL / fare), fareler akut enflamasyonu uyarmak icin sag arka pence icine deri
alti enjeksiyonu ile 0.05 mL% 1 karragenan (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japonya)
ile muamele edildi. Ornekler damitilmis su veya% 10 DMSO iginde ¢dziildii veya siispansiyona
alindi. Kontrol grubuna tastyici (distile su) verildi ve pozitif kontrol grubuna deksametazon (1.0
mg / kg, biyokimyasal kalite:% 98'den az olmayan saflik, Wako) verildi. islemden 2 ve 4 saat
sonra, penge ddeminin derecesi bir kalinlik 6lcer (Peacock, Ozaki MFG. Co., Ltd., Tokyo, Japonya)
ve sabit bir kaptan tasan su hacmi ile degerlendirildi ( ortak plastik tip).



LPS kaynakli inflamatuar mediatérlerin in vitro salinimi. Bir fare makrofaj hicre cizgisi, RAW
264.7 (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd., Osaka, Japonya), enflamatuar mediatorlerin
salinimindaki in vitro deneyler icin kullanilmistir (10). Hiicreler% 5 CO2 atmosferinde 37 ° C'de
glutamin (1 mM) ve% 10 fetal sigir serumu (FBS) ile desteklenmis DMEM'de tutuldu.
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muamelenin, farelerde% 1 karragenan (0.05 mL / pence) tarafindan indiiklenen pence ddemi izerindeki etkileri. Odem,
induiksiyon sonrasi pengenin hem kalinhginda (A) hem de hacmindeki (B) artis agisindan degerlendirildi. Kontrol fareleri,
damitilmig suyla (agik elmaslar) 6n isleme tabi tutuldu. Veriler, grup basina 6 hayvan igin ortalama * SE olarak ifade edildi. * p
<0.05 ve ** p <0.01 kontrole kiyasla.
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Sekil 2. CCS'nin RAW 264.7 hiicrelerinde LPS kaynakli NO
Uretimi Uzerindeki etkileri. 24 saat boyunca LPS (500 ng / mL) ile uyarildiktan sonra kiltir stipernatanlari izole edildi ve CCS'siz
kontrollin bir% 'si olarak ifade edilen nitrat seviyeleri igin analiz edildi. Degerler, ti¢ ayri deneyden elde edilen gift tespitlerin £
SE'sidir. * p <0.05 ve ** p <0.01 kontrole kiyasla.

Numuneler MeOH icinde eritildi ve 96 oyuklu bir plaka Gzerinde her biri 100 ul icinde
ortamla seyreltildi ve sonra hiicre ¢ozeltisi (son 106 hiicre / oyuk) eklendi. Son olarak,
hiicreler LPS ¢6zeltisi (son 500 ng / mL) ile uyarildi ve 24 saat siireyle inkiibe edildi.
Numunelerin varliginda veya yoklugunda uyarildiktan sonra, kiltir siipernatanina salinan
aracilar asagida tarif edildigi gibi degerlendirildi.

Hicre kiltirlerinde NO sentezi, Griess reaktifi ile islemden sonra bir mikroplaka tahlil
metodu ile dlclldi.Diger enflamatuar mediatorler, TNF-a ve IL-1 a i¢cin Cosmo Bio Co. Ayni
deneyde, NO seviyesindeki degisimin her deneydeki hiicre sayisina bagli olmadigini
dogrulamak igin hiicre canhhg MTT reaktifi ile kontrol edildi.

Biyoassay kilavuzlu fraksiyonlama ve yapi tayini. CCS'nin aktif bileseni, in vitro NO salimina
karsi inhibe edici aktiviteye dayanan bélme ve kolon kromatografisi teknikleriyle parcalandi.
Saflastiriimis bilesigin yapisi daha sonra NMR deneyleri ile spektral verilere dayanilarak
belirlendi. CDC13'teki NMR spektrumlari, bir Bruker AV-400 spektrometresinde (Bruker,
Tokyo, Japonya) elde edildi. FAB-MS, bir JMS-700'de (JEOL, Tokyo, Japonya) kaydedildi.

Istatistiksel analiz. Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve bunu takiben ¢oklu karsilastirmalar
icin post-hoc sonrasi Tukey-Kramer testi, gruplar arasindaki verilerdeki farkliliklarin 6nemini



belirlemek icin yapildi. p degerinin 0.05'ten kii¢lik olmasi kayda deger kabul edildi. Degerler
ortalama + SE olarak ifade edilir.

SONUCLAR VE TARTISMA
Camu - camu tohumlarinin (CCS) ham ekstraktinin anti-enflamatuar etkileri

Fare penceleri,karragenan enjeksiyonundan sonra 6demli hale geldi ve 6dem, kontrol
grubunda 4 saatte zirvesine ulasti. Pence 6demindeki artis, deksametazonun (1.0 mg / kg)
oral tedavisi ile% 0.1'den daha az oranda milkemmel bir sekilde bastirildi. Ote yandan,
CCS'li farelerin 6n tedavisi (2.000 mg / kg), kanserli tedaviden 2 ve 4 saat sonra hem
biyuaklik (Sekil 1A) hem de hacim (Sekil 1B) agisindan 6dem olusumunu énemli dlglide
azaltmistir. CCS'nin inhibe edici etkileri dort bagimsiz deneyde gosterilmistir.Ortalama
Onleyici oran, karragenan ile muamele edilmis farelerde 2 saatte penge kalinhginin kontrol
degerine karsi, 2,000 mg / kg'da% 35,7 £ 6,7, 1.000 mg / kg'da% 63,8 + 7,3 ve 500 mg /
kg'da% 85,1 + 10,3 olarak hesaplandi. Karragenan, kemirgenlerde tamamen lokalize bir
enflamatuar yanitla 6dem olusturdugu gosterilmistir (11). Sonuglarimiz, CCS ile oral 6n
tedavinin, farelerde lokalize enflamasyonun inhibe edilmesinin yol ac¢tig1 penge 6dem
olusumunu baskilayabilecegini ortaya koydu.

CCS'nin nitrik oksit (NO) sentezi tizerindeki etkileri RAW264.7 hiicrelerinde incelenmistir. LPS
ile uyarilmis hiicrelerin, LPS icermeyen normal hiicrelere kiyasla 6nemli 6lctide artmis NO
seviyeleri gosterdigi halde, bu uyarma CCS varliginda doza bagl bir sekilde inhibe edilmistir
(Sekil 2). CCS'nin IC50 degeri bu kosullar altinda 6.4 ug / mL'dir. Ote yandan, ayni hiicre
konsantrasyonlarinda MTT tahlili ile 6lglilen CCS isleminden hiicre canlihig etkilenmedi
(veriler gosterilmemistir).

Bu in vivo ve in vitro sonuclar, CCS'nin, karragenan ile tedavi edilmis farelerde lokalize NO
Gretimini inhibe ederek pence 6deminin olusumunu bastirdigini géstermektedir. Bioassay
gldimli fraksiyonlama

indeks olarak NO {iretimine yonelik inhibitér aktiviteye dayanarak, CCS'deki ana bilesen Sekil
3A'da gosterildigi gibi ayrilmistir. Ham 6zit (CCS, 5.0 g), etil asetat ve su (her biri 500 ml
olan 3 kez) arasinda ¢6zlict bolumiyle bolunmistiir.Etil asetat-¢ozlinir fraksiyon (2.0 g)
kurutulmus ve heksan-¢oziiniir ve% 60 MeOH-¢ozlinlr fraksiyonlar ¢oziici bolimiyle
ayrilmistir ( her biri 200ml 3 defa) aktif bir fraksiyon vermek icin (CH2C12-¢6zun(r fraksiyon,
0.45 g). Daha sonra aktif fraksiyon, bir silika jel kolonu (60 g) lizerinde 20 mL fraksiyona
ayrildi ve bir ODS kolonu (20 x 250 mm, Develosil ODS HG-5, Nomura Chem. Indus, Nagoya,
Japonya) 30 dakika boyunca% 40 ila% 98 sulu MeOH iceren bir gradyan ile eliit edilmistir
(akis hizi, 5 mL / dakika; tespit, UV 215 nm), bilesik 1'i (tutma siresi: 15.7 dakika) vermek
Gzere NO lretimine yonelik inhibitor aktivite ile.
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Sekil 3. Camu-camu tohumunun (CCS) ham ekstraktindan elde edilen anti-enflamatuar bilesigin saflastirma
islemleri (A) ve HPLC modeli (B). C: Parantez igindeki rakamlar ham ekstrakttan elde etme oranlarini (% 100)
ifade eder. Cergeveli fraksiyonlar farelerde anti-enflamatuar aktivite géstermistir. B: Diklorometanda ¢6ziinen
fraksiyon, ters fazli bir kolonda Develosil ODS-HG-5 (20 x 250 mm) (izerinde bir gradyan gradyani (% 40
MeOH-H20 MeOH, 5.0 mL / dak) ile 15 dakika boyunca 215 nm tespit edilerek ayrildi. bir HPLC sistemi
kullanarak (JASCO, Tokyo, Japonya).

DI

~l

Sekil 4. Camu-camu tohumundan izole edilen betulinik
asidin (1) kimyasal yapisi.

Bioassay gudumlii fraksiyonlama sonunda beyaz kristaller (1,10.5 mg, tohumlarin% 0.015'i,
HPLC analizinde tek bir tepe gosterdi (Sekil 3B).

Aktif bilesenin tanimlanmasi

Bilesik 1, m / z 457 [M + H] + 'da pozitif bir FABMS molekiiler iyon zirvesi gésterdi ve 1H
(CDC13, 400 MHz) ve 13C NMR (CDC13, 100 MHz) spektroskopik verilerine dayanarak bir
C30H4803 molekiiler formili tahmin edildi. .

Kapali proton sinyalleri ve karbonlarin ¢oklugu igin yapilan atamalar 2D NMR spektrumuna
dayandirilmistir. Bu spesifik veriler 1'i bir lupen tipi triterpen olarak destekledi.

Hidroksil grubunun C-3'teki nispi stereokimyasinin, NOESY korelasyonlari 24-Me / 25-Me,
23-Me / H-3, H-3 / H-5 ve H-5 / 'e dayali bir beta pozisyonu oldugu tespit edildi. H-9 ve H2a /



H3 (J = 11.2 Hz) ve H2b / H3 birlestirme sabitleri (J = 4.9 Hz).Bu nedenle 1, 3p-hidroksi-lup-20
(29) -en-28-o0ik asit, betulinik asit olarak tanimlandi (Sekil 4). Bu spektral veriler 1 i¢in
literatlirde bildirilenlere esittir (12-15). Lupin tipi triterpen, Ziziphus mauritiana bitkisinin kok
kabugunda melanom spesifik sitotoksik bir bilesik olarak bulundu (16).Ayrica karragenan ile
muamele edilmis farelerde ve LPS ile muamele edilmis RAW264.7 hiicrelerinde (17, 18)
anti-enflamatuar aktiviteleri ve InB fosforilasyonu tizerindeki inhibe edici etkisinden dolayi
NF-nB aktivasyonunun inhibisyonu ile gosterilen antitimor aktivitelerini gésterir. (16, 19).
Deneyimizde 20 pg / mL 1 bastirilmis TNF-a (kontrol i¢in 1.260.0 + 215.0 pg / mL) ve IL-1p
(kontrol icin 150.5 + 27.3 pg / mL) sirasiyla% 39.5 + 7.2 ve% 48.4 + 1.5 olarak bulundu. .
Enflamatuar mediatérlerin salinimina iliskin bu sonuglar, betulinik asit ile ilgili dnceki
¢alismalarin sonuglari ile uyumluydu (17, 20).

Betulinik asit Sili guava Ugni molinae yapraklari (15), geleneksel Cin otu Zizyphi spinosi
semen (17) ve Koreks Acanthopanasis Acanthopanax gracilistylus kék kabugu (21) gibi gesitli
bitkilerde bulunmustur. Bununla birlikte, bu, camu - camu dahil olmak lizere, Myrciaria'nin
dogal bir bileseni olarak betulinik asidin ilk raporudur. Farelerde oral yoldan verilen CCS'nin
anti-enflamatuar etkisinin, Betinik asidin sonucu olmasi gerektiginden, camu-camu
tohumunun, anti-enflamatuar etkiye sahip bir gida maddesi olmasi beklenir. Bu raporda,
CCS'nin oral yoldan uygulanmasinin farelerde (1.000 ve 2.000 mg / kg) antienflamatuar bir
etkisi oldugunu gosterdik. Bununla birlikte, camu-camu'nun meyve 6z0 6zl (1,000 mg / mL)
farelerde anti-enflamatuar aktiviteye sahip degildi (yayinlanmamis veriler). Bizim
gozlemlerimiz betulinik asidin tohumlarda bulundugunu ve meyve posalarinda
bulunmadigini ortaya koydu.Ote yandan, pulpa, tiirevlerinin in vitro aldoz rediiktaza karsi
inhibe edici aktiviteye sahip oldugu gosterilen ellagik asit icerir (22).7 glin boyunca
camu-camu suyu ile yapilan klinik bir calismada oksidatif ve inflamatuar parametrelerde
iyilesme gozlendi (23). Bu etkilerin, zengin C vitamini ve / veya 6zl icerisindeki
tanimlanamayan diger bilesenlerin islevi nedeniyle oldugu distnilmistir. Camu-camu
meyvesi bir bitki olarak dikkat ¢cekmistir .Ancak, bircok islevsel icerigi hakkinda yeterli bilgi
yoktur. Bu saglik gidalarinin cesitli biyolojik aktivitelerini daha iyi anlamak icin, fonksiyonel
icerikleriile ilgili daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Bu calismada, bir camu-camu tohumu ekstraktinin biyo-deneysel fraksiyonlama ve
spektroskopik analiz ile betulinik asit icerdigini ve ekstrenin oral yoldan uygulanmasinin
farelerde deneysel 6dem olusumunu bastirdigini bulduk. Bu sonuglar, camu-camu
tohumunun, dnemli bir saglik gida kaynagi olabilecegini gostermektedir.
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