
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ______________________________________________ 
Estudo fitoquímico e atividade citotóxica  

de extratos e frações de 

Austroplenckia populnea Reissek (Celastraceae) 

 
Shiara Martins de Souza 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Ouro Preto 

2013 



 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO 

ESCOLA DE FARMÁCIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS 

FARMACÊUTICAS – CIPHARMA 

 

Shiara Martins de Souza 

 

 

 

 

______________________________________________________________ 

Estudo fitoquímico e atividade citotóxica 

de extratos e frações de folhas de 

Austroplenckia populnea Reissek (Celastraceae) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ouro Preto 

2013 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós 

Graduação em Ciências Farmacêuticas - CiPharma 

da Universidade Federal de Ouro Preto como parte 

dos requisitos necessários para a obtenção do grau 

de Mestre em Ciências Farmacêuticas.  

 

Orientador: Prof. Dr. Gustavo Henrique Bianco de 

Souza – UFOP  

 

Co-orientador: Prof. Dr. Sidney Augusto Vieira Filho 



 
 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 



 
 

AGRADECIMENTOS 

Agradeço a Deus, força maior que me oferece desafios e me instruiu a superá-los. 

Aos meus pais que de repente aprenderam e por isso, me ensinaram  a me compromissar 

com o Bem ao buscar  conhecimento. 

Ao meu irmão, Sheler, pelo apoio e exemplo de dedicação. Aos amigos Henrique Gama 

Ker e a Rodrigo Diane e Venuncia Coelho que junto ao meu irmão, me acolheram na 

minha volta a Ouro Preto. 

Ao Biel, por reforçar minhas esperanças. 

Aos professores Dr. Gustavo Henrique Bianco de Souza e Dr. Sidney Augusto Vieira 

Filho pelos ensinamentos, paciência e amizade. 

Aos colegas de laboratório pelas experiências compartilhadas 

Aos professores Daniel e Geraldo Célio pela colaboração  

À amiga Ivanildes Vasconselos Pinto pela atenção e carinho comigo e com meu 

trabalho. 

Á amiga Izabel Trindade (Zabelê) pelo companheirismo em todos os momentos no 

laboratório e fora dele também. 

Às amigas Kamila Phelipe e Thais Certo pelos momentos de conversas e ensinamentos 

que vão me acompanhando. 

Às amigas Larissa Bonomo (Lalá), Anna Claudia Cardoso (Cacau), Luara Beretoni 

(Lu) e Kelly Lopes pela cumplicidade e momentos que sustentaram essa caminhada com 

mais leveza. 

À Carolina Lício pela amizade e exemplo de superação. 

A Lorena Arrunátegui pelo carinho 

Aos amigos Vanessa Jerônimo, Simone Carneiro, Diego Xavier, Ricardo Cruz pelos 

momentos de descontração e torcida pelo sucesso, em especial a Karen Carvalho pela 

colaboração em momentos de trabalho também. 

À Ana Claudia Gonçalves e Tatiane Roquete pela solidariedade. 

A Nady , Ciba e Fer : “”Elas é elas” sempre presente em Vila Rica. 



 
 

Aos amigos e familiares que me desejam sinceros votos de sucesso. Obrigada pelo 

carinho!  

À Mirela, John, Ramon, Patrícia, Leonardo e demais funcionários do Cipharma pela 

convivência e ajuda prestada. 

À Fundação de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIG) e ao laboratório de 

Bromatologia da ENUT-UFOP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sumário 



 
 

 

RESUMO........................................................................................................ i 

Abstract........................................................................................................... ii 

Lista de abreviaturas, siglas e símbolos......................................................... iii 

Lista de figuras............................................................................................... v 

Lista de tabelas............................................................................................... viii 

I. INTRODUÇÃO........................................................................... 1 

II. OBJETIVOS............................................................................... 7 

II.1. Objetivos gerais......................................................................... 8 

II.2.  Objetivos específicos................................................................. 8 

III Revisão da literatura.................................................................. 9 

III.1. Família Celastraceae................................................................. 10 

III.2. Austroplenckia populnea (REISS)............................................. 12 

III.3. Considerações gerais sobre câncer.......................................... 15 

III.4. Ensaio de citotoxicidade............................................................ 16 

IV MATERIAIS E MÉTODOS......................................................... 18 

IV.1. Material botânico........................................................................ 19 

IV.2. Materiais para estudo fitoquímico.............................................. 19 

IV.2.1 Reveladores.............................................................................. 20 

IV.2.2 Solventes................................................................................... 20 

IV.2.3 Equipamentos............................................................................ 20 

IV.2.3.1 Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE-DAD 

analítico).................................................................................... 20 

IV.2.3.2 Condições da análise CLAE-DAD semi-preparativo ................. 20 

IV.2.3.3 Cromatografia Gasosa - Espectrometria de massas................. 21 

IV.2.3.4 Ressonância magnética nuclear (RMN) ................................... 21 



 
 

IV.3 Obtenção de extratos................................................................. 21 

IV.3.2 Fracionamento da amostra Ap5i................................................ 23 

IV.3.2.1 Separação da amostra Ap5i por coluna com sílica gel.............. 25 

IV.3.2.1.1 Frações AP5iC5 E AP5iC6........................................................ 26 

IV.3.2.1.2 Fração AP5iC7........................................................................... 27 

IV.3.2.1.3 Fração AP5iC11......................................................................... 27 

IV.4 Extrato etanólico bruto (FAPEEB)............................................. 27 

IV.4.1 Partição do extrato etanólico bruto (FAPEEB)........................... 27 

IV.4.2 Prospecção fitoquímica.............................................................. 28 

IV.4.2.1 Compostos fenólicos.................................................................. 29 

IV.4.2.2 Flavonoides................................................................................ 29 

IV.4.2.3 Antranóides e cumarinas........................................................... 29 

IV.4.2.4 Saponinas.................................................................................. 29 

IV.4.2.5 Terpenos e esteroides .............................................................. 30 

IV.4.2.6 Alcalóides................................................................................... 30 

IV.5 Ensaio de citotoxicidade do extrato e frações das folhas de A. 

populnea .................................................................................. 30 

IV.6.1 Determinação da concentração inibitória 50% (IC50)................. 32 

V.  Resultados e discussão............................................................. 33 

V.1. Extrato hexânico........................................................................ 34 

V.1.1. Obtenção da amostra AP5i21 a partir da amostra 

AP5i........................................................................................... 
35 

V.1.2.. Frações AP5ic5 e AP5ic6.......................................................... 40 

V.1.3. Frações ap5ic7.......................................................................... 42 



 
 

V.1.4. Frações ap5ic11........................................................................ 43 

V.2. Extrato etanólico........................................................................ 45 

V.2.1. Partição do extrato..................................................................... 44 

V.3. Marcha fitoquímica..................................................................... 42 

V.4. Ensaios de citotoxicidade de extrato de folhas de A. 

populnea.................................................................................... 45 

V.4.1. Avaliação do extrato etanólico bruto das folhas de A. 

populnea (FAPEEB)................................................................... 
46 

V.4.2. Avaliação da fração hexânica do extrato etanólico bruto das 

folhas de A. populnea (FAPEEBFrH) ....................................... 
48 

V.5.3. Avaliação da fração não hexânica do extrato etanólico bruto 

das folhas de A. populnea FAPEEBFrnH   ............................... 
49 

V.5.4. Avaliação do extrato metanólico das folhas de A. populnea 

(FAPEM).................................................................................... 

 

51 

VI. CONCLUSÃO............................................................................ 56 

VII. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS.......................................... 58 

VIII. ANEXOS.................................................................................... 70 

 

 



 
 

 

RESUMO 

Austroplenckia populnea é uma espécie vegetal representante da 

família Celastraceae encontrada no cerrado brasileiro, principalmente nos 

estados de Minas Gerais e Bahia, onde é conhecida como mangabarana, 

marmelinho do campo e piúva branca. Suas folhas são utilizadas na medicina 

popular para o tratamento de doenças do trato gastrintestinal como úlcera, 

gastrite, acidez crônica e outras afecções do gênero. A proposta deste estudo 

consistiu na realização de investigação fitoquímica e avaliação de 

citotoxicidade de extratos e frações de folhas de Austroplenckia populnea. A 

partir do extrato hexânico de folhas de A. populnea, foi isolado o diterpeno neo 

clerodano 7-hidroxi-3,13-clerodadieno-16,15:18,19-diolideo, ainda não isolado 

em plantas da família Celastraceae. Além desse diterpeno, isolou-se um grupo 

de terpenos já encontados nessa família em outros estudos: friedelina, fridelinol 

e lupeol,. O extrato etanólico foi fracionado e nessas frações, pesquisou-se a 

presença de compostos fenólicos, saponinas, terpenos, esteroides e alcaloides. 

O extrato etanólico e o metanólico foram avaliados, in vitro, frente aos seus 

potenciais citotóxicos, para isso, foram utilizadas células tumorais de mama de 

Murino (4T1). O extrato etanólico apresentou maior potencial citotóxico do que 

o extrato metanólico. Ao se comparar as frações do extrato etanólico, a fração 

não hexânica foi capaz de inibir o maior número de células. O estudo 

fitoquímico de Austroplenckia populnea contribuiu para caracterização de 

extratos e frações, além do isolamento de moléculas. A investigação do 

potencial citotóxico de extratos e frações traz perspectivas para estudos de 

outras atividades biológicas ainda não descritas que podem vir a ser atribuídos 

a essa planta . 

Palavras chave: Austroplenckia populnea, fitoquímica, citotoxicidade 

 

 

  



 
 

 

Austroplenckia populnea (Celastraceae) is found in the Brazilian 

Cerrado, especially in the states of Minas Gerais and Bahia. It is populary 

known as mangabarana, marmelinho do campo and piuva branca. Its leaves 

are used in folk medicine for the treatment of diseases of the gastrointestinal 

tract such as ulcer, gastritis, acidity and other chronic disorders of gender. This 

work aims to study phytochemical evaluation of cytotoxicity of polar extracts of 

leaves Austroplenckia populnea. From the hexane extract of leaves of A. 

populnea was an isolated clerodane diterpene. This kind fo terpene is not found 

in this family yet. Furthermor, it was foud a group of molecules ever found in this 

specie in others studies: friedelin, friedelinol and lupeol. The crude ethanol 

extract was fractionated and from this fraction it was identified the presence of 

phenolic compounds, terpenoids, steroids, saponins and alkaloids. The ethanol 

extract and its fractions as well as the methanol extract were evaluated in vitro 

against its cytotoxic potential. The cells tested were breast tumor cells Murine 

(4T1). The ethanol extract showed greater cytotoxic potential than the methanol 

extract. When the fractions of crude ethanol extract was comparing, the non-

hexane fraction inhibited more number of cells than the hexane fraction. The 

phytochemical study of Austroplenckia populnea contributed to characterization 

of extracts and fractions, and the isolation of molecules. The investigation of the 

cytotoxic potential of extracts and fractions brings perspectives for the studies of 

other biological activities from this plant that have not reported yet. 

 

Keywords: Austroplenckia populnea, phytochemistry, cytotoxicity 
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I. INTRODUÇÃO 

 As plantas representam um rico depósito natural de substâncias 

químicas utilizadas pelo homem. A exploração desses recursos se faz em 

vários setores da ciência, com aplicabilidade industrial, como por exemplo, a 

agroindústria, na indústria alimentícia e na farmacêutica. Além da possibilidade 

de fornecer substâncias ativas em seu estado natural, algumas espécies 

também podem apresentar compostos passíveis de modificações químicas 

(KINGHORN & BALANDRIN, 1993). 

A utilização de recursos naturais, tanto para o controle de pragas em 

plantações, quanto para fins terapêuticos como para o alívio e cura das 

doenças, acompanham a História das Civilizações (VIEGAS & BOLZANI, 

2006). As primeiras descrições sobre plantas medicinais feitas pelo homem 

remontam às sagradas escrituras e ao “papiro de Ebers”. Este papiro foi 

descoberto e publicado por Georg Ebers, sendo traduzido pela primeira vez, 

em 1890, por H. Joachin. Foi encontrado nas proximidades da Casa Mortuária 

de Ramsés II. Ele pertence à época da XVIII dinastia no século XVI antes da 

era cristã, enumera aproximadamente cem doenças e descreve um grande 

número de drogas de natureza animal e vegetal (PINTO et al., 2002). 

Até os séculos dezoito e dezenove, as plantas e seus extrativos eram 

utilizados como medicamentos pela maioria das terapêuticas, fossem elas 

tradicionais, de cunho popular, exotérico ou não. Com o desenvolvimento de 

novas tecnologias foi possível isolar e/ou sintetizar substâncias ativas de 

origem natural, como por exemplo, a morfina (1803), a quinina (1819) e a 

atropina (1831) (NASCIMENTO, 2006). Observou-se, em alguns casos, que 

esses recursos diminuíam riscos de toxicidade e aumentavam a eficácia do 

tratamento (GUERRA & NODARI, 2010).  

Nos últimos anos, a introdução dos métodos espectroscópicos, junto às 

inovações em métodos cromatográficos na fitoquímica permitiu a redução das 

quantidades de materiais necessários para a análise e possibilitou a 

determinação de estruturas complexas em menor tempo (PINTO et al., 2002). 
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A escolha pela espécie a ser investigada é realizada a partir da 

observação do uso das plantas por uma determinada população, geralmente 

para fins terapêuticos. Esse estudo denomina-se etnofarmacologia e através 

dele é possível obter indícios para posteriores investigações de seus agentes 

biologicamente ativos (ELISABETSKI & DE SOUZA, 2010). Essas 

investigações, auxiliadas por recursos tecnológicos, trouxe avanços para o 

desenvolvimento de pesquisas e descoberta de novos agentes terapêuticos. 

(VIEGAS & BOLZANI, 2006). Cerca de 74% dos principais produtos medicinais 

obtidos de vegetais foram descobertos através de orientação baseada em 

resultados revelados pela medicina popular (BRAZ FILHO, 2010).  

No Brasil, as civilizações indígenas detinham conhecimento sobre o uso 

de plantas nativas para uso terapêutico. Os primeiros registros desse 

conhecimento foram realizados na época do Brasil Colônia por dois autores: 

Pero de Magalhães Gândavo que escreveu “História da Província de Santa 

Cruz (a que vulgarmente chamamos Brasil)” em 1576, e Gabriel Soares de 

Souza, o autor de “Tratado Descritivo do Brasil”, de 1587. Pela dificuldade de 

se trazer medicamentos de Portugal para a Colônia, os médicos portugueses 

passaram a utilizar a sabedoria indígena e precisaram registrá-la (PINTO et al., 

2002).  

A biodiversidade genética presente em território brasileiro é uma das 

maiores do mundo, ainda não conhecida totalmente, devido a sua 

complexidade. Há uma estimativa de trezentos e cinquenta a quinhentos e 

cinquenta mil espécies; das quais apenas cinquenta e cinco mil foram 

catalogadas. Essa diversidade aumenta o número de possibilidades de 

identificação de produtos naturais biologicamente ativos (GUERRA & NODARI, 

2010). Um levantamento feito na década de 90 constatou alta potencialidade 

da flora tropical brasileira, ressaltando a necessidade de documentar esses 

dados, buscar maiores conhecimentos etnofarmacológicos e divulgar esse 

conhecimento. Apesar da elevada biodiversidade no Brasil, a maior parte das 

espécies medicinais cultivadas é exótica. O uso de plantas nativas é mais 

comum em comunidades indígenas e caboclas no interior do país (BRITO & 

BRITO, 1993). 
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O cerrado brasileiro, apesar da grande biodiversidade, ainda não 

desenvolveu mecanismos que possibilitem a utilização racional de seus 

recursos naturais de maneira sustentável. A exploração de produtos naturais 

não madeiráveis apresenta muitas vantagens sobre outras formas de uso da 

terra nas regiões tropicais. Podem prevenir o desflorestamento e o 

empobrecimento biótico e também estimular o desenvolvimento das 

comunidades humanas que vivem no seu entorno.   

Nos últimos anos, observa-se um aumento na procura por drogas 

vegetais aplicadas como recurso terapêutico. Algumas razões para esse 

fenômeno são: insatisfação com os resultados obtidos em tratamentos com a 

medicina convencional, os efeitos indesejáveis e prejuízos causados pelo uso 

abusivo e/ou incorreto dos medicamentos sintéticos, a falta de acesso aos 

medicamentos e à medicina institucionalizada, a consciência ecológica e a 

crença popular de que o natural é inofensivo (RATES, 2001). 

Em países emergentes o consumo de plantas medicinais está 

provavelmente relacionado às baixas condições econômicas, pouco acesso 

aos recursos terapêuticos (medicamentos e hospitais) (HERSCH-MARTÍNEZ, 

1995) e a abundância de riquezas naturais presentes na maioria desses 

países. A Organização Mundial de Saúde (OMS) estima que 80% da população 

mundial usam recursos das medicinas populares para suprir necessidades de 

assistência médica privada, podendo girar em torno de aproximadamente 22 

bilhões de dólares (COSTA et al., 1998; YUNES, PEDROSA, CECHINEL 

FILHO, 2001). 

Segundo a OMS existem 252 fármacos essenciais para a saúde 

humana, dos quais 11% são exclusivamente de origem vegetal. O mercado 

mundial de medicamentos, estimado em cerca de 300 bilhões de dólares, 

aproximadamente 40% do valor movimentado por medicamentos no mercado 

mundial são oriundos direta ou indiretamente de fontes naturais (sendo 75% de 

origem vegetal e 25% de origem animal e de microrganismos) (ZUANAZZI & 

MAYORGA, 2010). 

Trabalhos que realizam identificação de substâncias oriundas de 

produtos naturais revelam alta diversidade de estruturas químicas,  
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propriedades físico-químicas diferenciadas e atividades biológicas promissoras 

para utilização terapêutica e/ou como protótipos de novos fármacos. Essa 

diversidade é superior aos produtos derivados dos processos de sínteses (DOS 

SANTOS, 2010). A maioria das substâncias naturais se apresenta como 

moléculas de tamanho inferior a 1000 Da e apresentam melhores propriedades 

farmacocinéticas frente aos fármacos sintéticos, o que torna possível boas 

condições de absorção, metabolização e excreção pelo organismo (HARVEY, 

1995). Ao se comparar atividade biológica de ambos, verifica-se que os 

produtos naturais exibem maior número de atividade. A atividade 

antimicrobiana é uma característica frequentemente associada a muitos desses 

produtos, como por exemplo, derivados de β-lactâmicos (NISBET & MOORE, 

1997).  Algumas terapias antitumorais utilizam o taxol e a vimblastina, produtos 

extraídos das espécies Taxus brevifolia e Catharanthus roseus (L.) G. Don. 

Outro exemplo são as estatinas, classe de substâncias de fármacos derivadas 

dos metabólitos compactina e mevilonina oriundos de fungos, utilizadas na 

terapia para controle de colesterol (GULLO & HUGHES, 2005). 

A maioria das substâncias isoladas de plantas e de interesse 

farmacêutico tem sua origem em seus metabolismos secundários. 

Diferenciando-os dos metabólitos primários, os metabólitos secundários são 

substâncias que não estão necessariamente relacionadas de forma direta à 

manutenção da vida dos organismos que os produz (DOS SANTOS, 2010).  

Os produtos do metabolismo secundário, apesar de não terem função 

metabólica definida em certos casos, apresentam várias características 

comuns como: estrutura química diversa, ocorrência limitada dentro dos grupos 

vegetais que mostra correlação com outras características como morfologia e 

fisiologia vegetal (CRONQUIST, 1980). 

A produção de metabólitos secundários está intimamente relacionada 

com a adaptação das espécies ao meio ambiente (WINK, 2003). Uma 

evidência dessa afirmativa é o fato de angiospermas, espécies com maior 

número desses compostos, se disseminarem em vários territórios do planeta. 

As características que distinguem as angiospermas dos outros grupos vegetais 

como as briófitas, pteridófitas e gimnospermas, certamente propiciaram uma 
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melhor adaptação ao meio durante milhões de anos (CRONQUIST, 1988).  

O estudo da distribuição dos metabólitos secundários entre as espécies 

foi um instrumento que auxiliou a classificação taxonômica. (VALLADÃO, 

2005). Porém, é preciso ter cuidado ao tomar essa distribuição para determinar 

estudos taxonômicos, visto que esse padrão de distribuição é muito complexo e 

variável nos diferentes órgãos da planta, nos estágios de desenvolvimento 

entre indivíduos e populações (WINK, 2003). 

O isolamento e identificação de substâncias de origem natural 

contribuem para o fornecimento de estruturas químicas e suas caracterizações, 

incluindo a possibilidade de descoberta de atividade biológica. Comprovada a 

eficácia e segurança desses produtos, ele se estabelece como fonte de 

desenvolvimento econômico. Esse processo é menos dispendioso quando 

comparado à síntese de novas moléculas. 
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II. OBJETIVOS  

II.1. OBJETIVO GERAL  

Este estudo teve por objetivo principal a avaliação fitoquímica e da 

citotoxicidade de extratos hexânico, etanólico e suas frações, bem como 

extrato metanólico obtidos de folhas de Austroplenckia populnea.  

 

II.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

Para se alcançar os objetivos principais, foram delineadas as seguintes 

etapas: 

- Obter frações do extrato etanólico bruto de folhas de A. populnea por 

partições sucessivas e processos cromatográficos; 

- Purificar os constituintes químicos através de diferentes processos 

cromatográficos;  

- Identificar as estruturas químicas de substâncias isoladas utilizando técnicas 

de Ressonância Magnética Nuclear de 1H e de 13C, DEPT-135.  

- Avaliar o efeito citotóxico de extratos de folhas de A. populnea sobre uma 

linhagem de células tumorais de glândulas mamárias de ratos. 
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III. REVISÃO DA LITERATURA 

III.1. FAMÍLIA CELASTRACEAE 

As espécies da família das Celastraceae são antecedidas pelas 

seguintes classificações taxonômicas: Grupo das Angiospermas, subclasse: 

Rosidae, ordem: Celastrales. Os modelos de classificação mais recentes 

utilizam, além da semelhança morfológica, a repetição de determinados genes 

em um grupo de espécies. Com o auxílio de técnicas de biologia molecular, foi 

possível agrupar espécies a família Celastraceae e organizar as subfamílias. 

De acordo com esses critérios, as Celastraceaes compreendem 98 gêneros 

com 1210 espécies (SIMMONS, 2004).  

A família Celastraceae é dividida em cinco subfamílias, 

Campylostemonoideae, Cassinoideae, Celastroideae, Goupioideae, e 

Tripterygioideae. Sendo a espécie Austroplenckia populnea pertencente à 

subfamília Tripterygioideae. Classificada em 1942 por Loesener, essa 

subfamília possui sete gêneros e trinta e nove espécies (SIMMONS et al.,  

2012). 

Nas análises taxonômicas dessas espécies observa-se um padrão 

sistemático de distribuição de alguns metabólitos. Em isolamentos de 

substâncias a partir de extratos de folhas, caules e raízes em espécies da 

família Celastraceae é comum encontrar compostos como a -amirina, 

quinonametídeos e dulcitol, sendo, portanto, constituintes característicos deste 

grupo de plantas (DHARMASSREE, 1982).   

Alguns representantes são árvores, outros são arbustos ou lianas, 

geralmente lactíferos e que apresentam suco colorido. São autossustentáveis 

ou trepadeiras e em geral possuem caule ou tronco retorcido ou enroscado 

(CRONQUIST, 1980; CRONQUIST, 1988). As folhas das espécies dessa 

família são simples, alternas ou opostas, ou “herbáceas”, pelicular, ou 

membranosas, pecioladas e com lâmina inteira (CRONQUIST, 1980; 

CRONQUIST, 1988).   

Essa família constitui um grupo de plantas nativas de regiões 

subtropicais e tropicais, incluindo o norte da África, América do Sul, e muitas 
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partes do leste da Ásia, particularmente da China (SPIVEY, WESTON, 

WOODHEAD, 2002). Fósseis de 60 milhões de anos, encontrados no noroeste 

da China indicam o surgimento das Celastraceas entre o período Cretáceo 

superior e o Paleoceno (MCLOUGHLIN, 2006; LI, 2000; Citado por 

VALLADÃO, 2009).  

No Brasil a família Celastraceae é representada por quatro gêneros: 

Maytenus Juss, Goupia Reiss., Austroplenckia Lund. e Franhofera Mart. 

(BARROSO, 1984; CARVALHO-OKANO, 1992 citado por VIEIRA FILHO, 

2002). Observam-se representantes dessas espécies em todo país. 

O interesse no estudo de espécies dessa família está associado à 

atividade medicinal apresentada por várias delas, como: atividade 

antirreumática, antitumoral e ação curativa em feridas de pele (GONZALEZ, 

1982; MONACHE, 1972). Além dessas propriedades, a presença de triterpenos 

nas espécies dessa família possibilita a ocorrência outras atividades biológicas 

distintas, a citar: antisséptica, antiasmática, antimicrobiana, anti-

espermatogênica, antiplasmódica, analgésica e anti-ulcerogênica; inseticida 

citotóxica, antitumoral, moluscicida, alelopática, anti-inflamatória (SILVIA, 

2007). 

O estudo fitoquímico isolou um grande número de terpenos, 

principalmente; diterpenos, sesquiterpenos e triterpenos do tipo: friedelanos, 

oleano, lupeano, ursano, glutinano e taraxaranos (ALVARENGA, 2002). 

Os ésteres de sesquiterpenos com diidro β-agrofurano como estrutura 

básica foram utilizados como marcadores taxonômicos das espécies da família 

Celastraceae (GONZÁLEZ et al., 1997). As principais atividades biológicas 

atribuídas aos derivados desses sesquiterpenos estão: atividade antitumoral e 

inseticida (TAKAISHI et al.,1993) (Figura III.1). 
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Figura III.1: Esqueleto básico de diidro-β-agarofurano 

Triterpenos pentacíclicos são abundantes nessa família e estão 

associados à atividade antiulcerogênica, sendo que a presença de fridelina e 

friedelinol está associada à potencialização desse efeito (QUEIROGA et al., 

2000). 

A atividade antitumoral associada a espécies do gênero Mayetenus foi 

relacionada com a presença de taninos e derivados da catequina (PEREIRA et 

al., 1999). Encontraram-se, também, outros metabólitos como fenilalquilaminas 

e flavonoides (SPIVEY et al., 2002).   

As investigações fitoquímicas de espécies representantes da família 

Celastraceae muito contribuem para o isolamento de substâncias com 

capacidades terapêuticas. 

 

III.2. Austroplenckia populnea (Reiss) 

Para a identificação taxonômica da Austroplenckia populnea (Reiss) são 

aceitas duas classificações. Uma delas, feita por Engler, em 1964, organiza a 

espécie da seguinte forma: Reino: Plantae, divisão: Angiospermae, classe: 

Dicotilenonae, subclasse: Archiclamydeae, ordem: Celastrales, subordem: 

Celastrinea, família: Celastraceae, sub-família: Tripterygioideae, tribo: 

Elaedendra, gênero: Plenckia; sub-gênero: Austroplenckia; espécie: 

Austroplenckia populnea; variedade: beta ovata (PAES, 1993; FÁTIMA SILVA, 

1990; RODRIGUES, 1989). Outra classificação, também aceita, é a de 

Croquist, em que coloca essa espécie na divisão Magnophyta, classe 

Magnoliopsida, subclasse Rosidae, ordem Celastrales, família Celastracea. Por 
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esse ultimo trabalho a nomenclatura científica adotada foi: Austroplenckia  

populnea  (Reissek)  –  Lundell (Celastraceae) (CRONQUIST, 1980). 

A Austroplenckia populnea se caracteriza como uma árvore de casca 

lisa com altura máxima de 10 m. A observação de seu tronco mostra que a 

região mais externa é vermelha e a região mais interna, amarela (LORENZI et 

al., 1992). As suas folhas são alternadas, serreadas, oblongas, pecioladas. As 

flores são esverdeadas ou amareladas, dispostas em cimeiras axilares ou 

subterminais. Os frutos são sâmaras grandes e pendentes, amarelas na parte 

interna (LORENZI et al., 1992). Há floração entre os meses de outubro a 

novembro. Após o amadurecimento as sâmaras ressecam e adquirem uma 

coloração amarelada. O comprimento destas varia de 2 a 5 cm, e a largura de 

0,5 a 1,5 cm. (MARTIUS et al., 1865) (Figura III.2).  

 

 

Figura III. 2: a) A. populnea Reiss; b) Folhas de A. populnea Reiss; c) Tronco 

de A. populnea Reiss 

Austroplenckia populnea, bem como outros representantes da família 

Celastraceae, é encontrada no Cerrado brasileiro, principalmente nos estados 

de Minas Gerais e Bahia. Esse habitat está sujeito a queimadas em períodos 

de seca (nos meses de julho, agosto e setembro). Além dessas, há a 

ocorrência concomitante de queimadas provocadas de forma indiscriminada 

pelo homem. Essa intervenção coloca essa espécie em risco de extinção. 

Estudos fitoquímicos apresentaram uma grande variedade de 

metabólitos secundários encontrados com destaque numérico para os 

pertencentes à classe dos triterpenos (ALVARRENGA & FERRO, 2006). 

a) c) b) 
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A análise da casca da raiz forneceu cinco triterpenos pentacíclicos, 

sendo dois friedelânicos: ácido populnônico e ácido 3-hidróxi-2-oxo-friedelan-3-

en-2-carboxílico e três quinonametídeos: dispermoquinona, pristimerina e 20 -

hidroxi-tingenona (RODRIGUES et al., 1989). 

Trabalho com talos, folhas, cerne da raíz e casca do tronco identificou as 

seguintes substâncias, dos talos: dulcitol e sulfato de cálcio; das folhas: 

friedelinol, friedelina, sitosterol, dulcitol, sulfato de cálcio, uma mistura de 

taninos e sacarose; do cerne da raíz: ácido populnônico, ácido maitenfólico, 

ácido populnínico, lapachol,  lapachona e abruslactona A.  

Da casca do tronco foi possível obter: ácido populnônico, ácido 

epicatônico ácido catonônico, ácido maitenfólico, ácido populnínico, ácido 

populnílico, populnonato de metila, populninato de metila, dispermoquinona, 

amirina, sitosterol, sitostenona, 3-O-D-glicosil, sitosterol, dulcitol, sulfato de 

cálcio, uma mistura de ésteres de ácido graxos e sacarose. Esses trabalhos 

utilizaram frações extraídas com solventes apolares (FÁTIMA SILVA, 1990).  

Extratos de Austroplenckia populnea, bem como algumas substâncias 

isoladas, foram submetidos a ensaios biológicos nos quais puderam ser 

encontradas as seguintes atividades: ação analgésica (SEITO; MAZARO; Di 

STASI; 2002), ação anti-inflamatória (ANDRADE, et al., 2006), ação anti-

espermatogênica (VIEIRA FILHO et al., 2002), ação larvicida (BALZANI & 

SCANDOLA, 1996), ação moluscida (BARROSO, et al., 1984), ação 

antitripanosomicida (DUARTE, 2000). 

Do extrato clorofórmico extraíram-se: lapachol e 3,4diidro β-lapachona, 

encontrados pela primeira vez nessa espécie através dos estudos publicados 

em 2006 (DE SOUSA; SILVA; MIYAKOSHI, 2006). Em estudos mais antigos 

identificou-se a presença de ácido populnílico (RAMAJAH et al., 1984 citado 

por DE SOUSA; SILVA; MIYAKOSHI, 2006), ácido 3-hidróxi-2-oxofriedelan-3-

ene-20-R-carboxílico (DE SOUSA; SILV.; MIYAKOSHI, 2006) ácido 

maytenfolico e abruslactona A (NOZAKI et al., 1982 citado por DE SOUSA; 

SILVA; MIYAKOSHI, 2006). 
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No extrato etanólico, foram encontrados: abruslactone A e um epímero 

em C3 foram identificados junto a outros triterpenos: ácido 3-oxofriedelan-29a-

oico (ácido populnílico) (MARINE-BETTOLO, 1974 citado por SILVA et al., 

1998), ácido 3-hidróxi-2-oxofriedelan-3-en-29a-oico, ácido 3b-hidróxiolean-12-

en-29a-oico (SOUSA et al.,1988 citado por SILVA et al , 1998) ácido 

epikatonico  e ácido  3-oxoolean-12-en-29a-oico (ácido katononico) (SOUSA et 

al.,  1990 citado por SILVA et al., 1998). 

Do extrato metanólico extraiu-se seis diferentes tipos de alcaloides 

sesquiterpenos piridínicos: euonine, alatusinine, wilfordine, 2- O-

deacetileuonina, 7-O-deacetileuonina, e austronina (DE SOUSA; SILVA; 

MIYAKOSHI, 2006). 

A caracterização fitoquímica da Austroplenckia populnea Reiss traz 

novas possibilidades de uso terapêutico dessa espécie. Essa característica, 

somada a sua contribuição no seu ecossistema realça a importância de se 

preservar a espécie.  

 

III.3. Considerações gerais sobre câncer 

Denomina-se câncer um conjunto de doenças que se caracterizam pelo 

crescimento desordenado de células que invadem tecidos e órgãos. Esse tipo 

de crescimento pode se desenvolver em tecidos e órgãos e podem se espalhar 

para outras regiões do organismo, um processo chamado de metástase (INCA, 

2012).  

As causas do câncer podem ser internas ou externas, estando ambas 

inter-relacionadas. Dentre as causas internas estão hereditariedade, 

envelhecimento. Os fatores ambientais são responsáveis de 80 a 90% dos 

casos de câncer. Os mais frequentes estão relacionados com tabagismo, 

alcoolismo, hábitos alimentares, hábitos sexuais, infecção viral, medicamentos, 

radiação solar e fatores ocupacionais. O surgimento do câncer depende da 

intensidade e duração da exposição das células a esses fatores (INCA, 2012).  
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 Conhecido há muitos séculos, o câncer é um importante problema de 

saúde pública em países desenvolvidos e em desenvolvimento (GUERRA et 

al., 2005). No Brasil, estima-se a ocorrência de 518.510 novos casos de câncer 

para o ano de 2013. Os tipos mais incidentes serão cânceres de pele não 

melanoma, próstata, pulmão, cólon, reto e estômago para o sexo masculino; e 

os cânceres de pele não melanoma, mama, colo do útero, cólon do reto e 

glândula tireoide para o sexo feminino (INCA,  2012). 

 Para o tratamento de determinados tipos de câncer, tem-se utilizado de 

substâncias de origem vegetal. Dois exemplos clássicos são os alcaloides 

vimblastina e a vincristina, extraídas da espécie Catharanthus roseus (L.) G. 

Don, cuja utilização clínica se aplica no tratamento de linfoma de Hodgkin, 

sarcoma de Kaposi, câncer de ovário e testículos.  

 

III.4. Ensaio de citotoxicidade 

 Para investigação de novos fármacos anticancerígenos de origem 

vegetal, é comum associação de técnicas fitoquímicas de isolamento 

associadas a screenigs biológicos automatizados. Uma das primeiras etapas 

para esse tipo de investigação é a avaliação in vitro da atividade citotóxica de 

extratos de vegetais. 

 A citotoxicidade de espécies da família Celastraceae já foi relatada por 

alguns estudos. Dentre os gêneros, o mais promissor, frente a essa atividade, 

foi o gênero Maytenus sp. Algumas espécies apresentaram atividade citotóxica 

em ensaios com linhagens celulares de adenocarcinoma de cólon humano 

(HT29) e carcinoma de células pulmonares humanas (NCIH460) (MONKS et 

al., 2002). A espécie Maytenus ovatus Loes, forneceu, através de estudo 

fitoquímico, a substância maitansina, com alto potencial citotóxico, porém sem 

valor clínico devido a sua capacidade in vivo de agredir células normais, além 

das cancerígenas (CASSADY et al., 2004). 

A espécie Salacia crassifólia (MART. ex. Schult.) G. Dom. 

(Celastraceae) foi submetida a testes de citotoxicidade in vitro frente às 

linhagens MDA-MB-435 MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8 (cólon-humano) e 
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SF-295 (sistema nervoso central). As frações hexânica e de acetato de etila da 

casca da planta proporcionaram citotoxicidade significativa (DE OLIVEIRA et 

al., 2012). 

Em teste de indução da proliferação celular utilizando extrato de 

sâmaras de Austroplenckia populnea, foi observado que o aumento da 

concentração de proantocianidina A e 4’-O-metil-epigalocatequina nos extratos 

não apresentaram significativo impacto sobre as linhagens celulares 

cancerígenas (MCF7, A549, HS578T), porém estes constituintes causaram 

diminuição da proliferação celular sobre a linhagem de células normais 

(HEK293) (CANESCHI, 2011) 
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IV. MATERIAIS E MÉTODOS 

 IV.1. Material botânico 

 Folhas de Austroplenckia populnea Reiss a foram coletadas na região da 

Serra do Curral, situada no Município de Belo Horizonte, Minas Gerais, no ano 

de 1998. A confirmação da espécie foi feita por comparação com uma exsicata 

depositada, sob o número 10.473, no Herbário do Museu de História Natural da 

Universidade Federal de Minas Gerais. 

Das folhas foram retirados fragmentos de caules, de partes infectadas 

por fungos, de fragmentos pertencentes a outras plantas e de outros materiais 

considerados como sujidades. Em seguida as folhas foram espalhadas sobre 

folhas de papel “Kraft” e deixado no laboratório, ao ar livre, para término de 

secagem. Posteriormente, o material foi submetido à fragmentação em moinho 

de facas. 

 

IV.2. Materiais para estudo fitoquímico 

Nos processos de cromatografia em coluna (CC) utilizou-se sílica gel 60 

(70 a 230 mesh, 0,063 – 0,200 nm) Vetec®, em coluna de vidro de diâmetro 

interno adequado para cada caso. Para a relação entre material vegetal a se 

realizar a cromatografia e a quantidade de sílica gel a ser usada na coluna, 

adotou-se a proporção de 1:40. Para as cromatografias em camada delgada 

(CCD) usou-se sílica gel 60 GF 254 nm, Carvalhaes®, sobre placas de vidro de 

3 x 10 cm ou de 10 x 10 cm.  

 

IV.2.1. Reveladores 

 Como reveladores, foram utilizados vapor de iodo, luz ultravioleta (254 

nm), solução (1:1) de vanilina a 1% em etanol com solução de ácido perclórico 

a 5% em água destilada, solução de sulfato cérico (5g em 94 mL de água 

destilada e 6 mL de ácido sulfúrico) ou  solução de permanganato de potássio 

alcalina (0,5 g de permanganato de potássio em 100,0 mL de hidróxido de 
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sódio 1 mol/L). Para estes três últimos reveladores, depois de borrifadas, as 

placas cromatográficas foram submetidas a aquecimento a 1050C. 

 

IV.2.2. Solventes 

Os solventes utilizados foram: hexano P.A. Impex® (Hex), acetato de 

etila P.A. ACS Impex® (AcOEt), álcool metílico (MeOH) UV/espectroscópico 

Vetec®. 

 

IV.2.3. Equipamentos 

IV.2.3.1. Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE-DAD analítico) 

Em equipamento da marca Shimatzu, utilizou-se coluna Phenomenex 

Luna C-18, 250 X 4,6 mm, 5 m, em gradiente crescente de metanol 

[MeOH:água (1:1) até MeOH 100%], em 30 minutos, com mais 8 minutos de 

MeOH 100% para limpeza da coluna e 7 minutos para retornar à condição 

inicial MeOH:água (1:1), com fluxo de 0,8 mL/minuto. 

 

IV.2.3.2. Condições da análise CLAE-DAD semi-preparativo 

O equipamento utilizado para realizar a cromatografia líquida de alta 

eficiência foi da marca Shimatzu com módulo de separação modelo CBM-20A, 

degaseificador DGU-20ª3, bomba LC-6AD, detector DAD SPD-M20A. 

Utilizou-se coluna Phenomenex Luna C-18, 250 X 10 mm, 10 m, em 

gradiente crescente de metanol [MeOH:água (1:1) até MeOH 100%], em 30 

minutos, com mais 8 minutos de MeOH 100% para limpeza da coluna e 7 

minutos para retornar à condição inicial MeOH:água (1:1), com fluxo de 5,0 

mL/minuto. 

 

IV.2.3.3. Cromatografia Gasosa - Espectrometria de massas 

         Cada 10 mg de amostra foi solubilizada em CHCl3 e , posteriormente, foi  

submetida à análise em Cromatografia Gasosa nas seguintes condições:  
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- Temperatura no injetor de 200 0C e na interface de 250 0C; 

- Velocidade linear de 38,7 cm/segundo a uma pressão de 111,5 KPa.  

- O fluxo do gás foi de 3,0 mL/min.  

- A faixa de análise por espectrômetro de Massas foi de 500 a 900 

Daltons.  

 

IV.2.3.4. Ressonância magnética nuclear (RMN) 

Os espectros de RMN de 1H (100 MHz, CDCl3, ) e de 13C (400 MHz, 

CDCl3, ) foram obtidos em espectrômetro Bruker® AVANCE DRX-400 ou em 

Brüker® AVANCE DPX-200 MHz, do Laboratório de Ressonância Magnética 

Nuclear de Alta Resolução (LAREMAR) do Departamento de Química, ICEx, 

UFMG.  

 

 IV.3. Obtenção de extratos 

As folhas secas depois de fragmentadas foram submetidas a processos 

de extração contínua em aparelho de Soxhlet usando inicialmente hexano 

como solvente extrator. Ao término desta extração, o resíduo vegetal (torta) foi 

submetido à secagem em estufa a 37 0C e posteriormente recolocado na 

câmara do aparelho de Soxhlet para ser submetida à nova extração. Este 

mesmo procedimento foi adotado para os demais processos de extração nos 

quais se usou sequencialmente clorofórmio, acetato de etila e finalmente, 

etanol como solventes extratores (Figura IV.1). 

Ao término de cada processo de extração o solvente utilizado foi 

separado do correspondente extrato, com auxílio de um evaporador rotatório, à 

pressão reduzida e mantendo-se a temperatura situada entre 40 e 50 0C.  
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Figura IV.1: Fluxograma de etapas para obtenção dos extratos de 

folhas de A. populnea. 

 

                 IV.3.1. Extrato hexânico 

                 O extrato hexânico foi submetido a testes de solubilidade com os 

seguintes solventes: clorofórmio (CHCl3), acetona, acetato de etila (AcOEt) e 

metanol (MeOH) (Figura IV.2). 
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                 Sol= solúvel 

  Insol= insolúvel 

 

Figura IV.2: Fluxograma de testes de solubilidade do extrato hexânico 

      As amostras resultantes dos testes de solubilidade foram analisadas 

em cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC). Escolheu-se 

analisar amostras com maior quantidade de massa e com componentes 

revelados em luz UV 254 nm ao se realizar a CCDC. A amostra insolúvel em 

metanol (AP5i) atingiu essas características comuns.  

 

                IV.3.2. Fracionamento da amostra Ap5i 

                 Ao se adicionar acetato de etila à amostra AP5i, parte dela se 

mostrou solúvel e outra parte se precipitou. Uma massa de 35,21 mg dessa 

amostra foi filtrada com acetato de etila em papel de filtro a vácuo. Separou-se, 

então, o precipitado (AP5i1), com massa igual a 21,95 mg, do sobrenadante 

em AcOEt (AP5i2), sendo que o último apresentou 10,88 mg. Após secagem 

em temperatura ambiente, a amostra AP5i2 se caracterizou pela presença de 

cristais. 
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            Ao se realizar a cromatografia de cada uma dessas amostras verificou-

se que apenas a amostra AP5i2 apresentava componentes sensíveis a 

revelação em luz ultravioleta (UV) 254 nm em cromatografia em camada 

delgada (CCD) com sílica gel GF 60 254 nm. Foram utilizados diclorometano e 

acetato de etila (1:1), como fase móvel. Durante a revelação, observou-se, em 

UV (254 nm), uma mancha de fator de retenção (Rf) igual a 0,8 e outra mancha 

no ponto de aplicação da amostra. 

             Pesou-se 10,88 mg de amostra AP5i2, realizou-se cromatografia em 

camada delgada preparativa (CCDP), em que se isolou os componentes que 

correspondiam a mancha  revelada em UV 254 nm, com Rf igual a 0,8. Isolou-

se 9,28 mg dessa amostra e  foi chamada de AP5i21 (Figura IV.3). 

 

Figura IV.3: Fluxograma de métodos de isolamento e caracterização 

da amostra AP5i21 
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IV.3.2.1. Separação da amostra Ap5i por coluna com sílica gel  

A amostra AP5i foi particionada em: Hex, AcOEt e MeOH (Figura IV.4) 

 

Figura IV.4: Fluxograma da partição da amostra AP5i 

 

As amostras AP5i sol. Hex, AP5i sol. em AcOEt, AP5i solúvel em 

metanol foram submetidas a CCDC. Dentre os eluentes, nas misturas de 

Hex:AcOEt (9:1), Hex:AcOEt (8:2) e Hex:AcOEt (1:1), observou-se  manchas 

com melhor  resolução, em relação a misturas mais polares, e fatores de 

retenção (Rfs) de valores próximos a 0,5.  

Para o preparo da coluna filtrante de sílica gel, pesou-se 10,28 mg da 

amostra AP5i e submeteu essa massa a coluna cromatográfica usando 4100 

mg de sílica gel 60 (230-400 Mesh) (40 vezes a massa da amostra) e os 

eluentes hexano (Hex), acetato de eltila (AcOEt) e metanol (MeOH) puros e em 

misturas de polaridades crescentes (Tabela 1). Foram recolhidas 27 frações no 

total, de 10 mL cada. O andamento da coluna foi acompanhado por CCDC e as 

frações agrupadas de acordo com os resultados observados nas 

cromatoplacas. 
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Tabela IV.1: Relação entre frações da coluna e fase móvel utilizada 

em suas eluições 

Amostra Fase móvel (10 ml cada) 

AP5ic1 Hex 100% 

AP5ic2 Hex 100% 
AP5ic3 Hex: AcOEt (9:1) 

AP5ic4 Hex: AcOEt (9:1) 

AP5ic5 Hex: AcOEt (9:1) 

AP5ic6 Hex: AcOEt(9:1) 

AP5ic7 Hex: AcOEt (8:2) 

AP5ic8 Hex: AcOEt (7:3) 

AP5ic9 Hex: AcOEt (7:3) 

AP5ic10 Hex: AcOEt (7:3) 

AP5ic11 Hex: AcOEt (6:4) 

AP5ic12 Hex: AcOEt (6:4) 

AP5ic13 Hex: AcOEt (1:1) 

AP5ic14 Hex: AcOEt (1:1) 

AP5ic15 Hex: AcOEt (1:1) 

AP5ic16 Hex: AcOEt (3:7) 

AP5ic17 Hex: AcOEt (2:8) 

AP5ic18 AcOEt 100% 

AP5ic19 AcOEt: MeOH (9:1) 

AP5ic20 AcOEt: MeOH (9:1) 

AP5ic21 AcOEt: MeOH (8:2) 

AP5ic22 AcOEt: MeOH (7:3) 

AP5ic23 AcOEt: MeOH (1:9) 

AP5ic24 AcOEt: MeOH (4:6) 

AP5ic25 AcOEt: MeOH (1:1) 

AP5ic26 AcOEt: MeOH (1:1) 

AP5ic27 MeOH 100% 

 

                 

            As frações que apresentaram manchas bem delimitadas e com fatores 

de retenções (Rfs) distantes em suas cromatoplacas foram submetidas a 

CCDP. Considerou-se cada mancha uma a mostra e estas receberam códigos 

e foram submetidas à cromatografia líquida acoplada a espectrômetro de 

massas.                                                       
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IV.3.2.1.1. Frações AP5iC5 E AP5iC6 

           As frações AP5ic5 e AP5ic6 foram reunidas pela similaridade de seus 

perfis cromatográficos em CCDC de fase móvel Hex: AcOEt (9:1), revelada em 

vanilina sulfúrica. Realizou-se CCDP, obtendo-se duas amostras uma de Rf 

igual a 0,822 (AP5ic5.1) e outra de Rf igual a 0,645 (AP5ic5.2). Ambas foram 

submetidas à análise em cromatografia líquida acoplada a espectrometria de 

massas. 

 

IV.3.2.1.2. Fração AP5iC7 

A amostra AP5ic7 foi analisada primeiramente em CCDC de fase móvel 

Hex:AcOEt (9:1). Ao se revelar em vanilina sulfúrica, observaram-se manchas 

de Rfs iguais a 0,822, 0,645, 0,322 e 0,242. Realizou-se CCDP, obtendo-se 

amostras: AP5ic7.1,  AP5ic7.2, AP5ic7.3, e AP5ic7.4. Todas foram submetidas 

a cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas. 

 

IV.3.2.1.3. Fração AP5iC11 

 A fração AP5ic11 foi submetida a cromatografias analítica em camada 

delgada em fases móveis diferentes apresentando apenas uma mancha em 

todos os casos. Na fase móvel Hex:AcOEt (1:1), revelada em vanilina sulfúrica 

apresentou uma mancha de Rf igual a 0,9. Amostra foi submetida a 

cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas. 

 

IV.4.Extrato etanólico bruto (FAPEEB) 

IV.4.1. Partição do extrato etanólico bruto (FAPEEB) 

O extrato etanólico bruto de folhas de Austroplenckia populnea 

(FAPEEB) foi particionado em duas frações: fração hexânica (FAPEEBFrH) e 

fração não hexânica (FAPEEBFrnH). 
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Uma massa correspondente a 11,11g de FAPEEB foi solubilizada em 

150 ml de uma mistura de metanol e água em uma proporção de 7:3. Essa 

mistura foi colocada em equipamento de ultrassom por 5 minutos para auxiliar 

na solubilização da amostra. A solução obtida foi colocada em um funil de 

separação, onde se adicionou 50 mL de hexano. Houve separação de duas 

fases no funil, fase hexânica e não hexânica, que foram coletadas 

separadamente. A adição de 50 mL de hexano e a coleta de fases foi repetida 

5 vezes (figura IV.6). 

Outros solventes de polaridade maior que o hexano, como acetato de 

etiala, butanol e acetona foram adicionados à fração não hexânica.  Em todos 

os casos houve acentuada formação de espuma, dificultando a visualização 

das fases. Optou-se por não prosseguir a partição dessa fração.  

Amostras de FAPEEB, FAPEEBFrH e FAPEEBFrnH foram, 

preliminarmente caracterizadas através  da marcha fitoquímica.  

Amostras de FAPEEBFrH e FAPEEBFrnH ofereceram frações ainda 

mais refinadas após a realização de cromatografia em coluna.  

 

 

Figura IV.5: Fluxograma de obtenção de frações a partir do extrato 

etanólico bruto (FAPEEB) 
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IV.4.2. Prospecção fitoquímica 

Após a partição do extrato etanólico bruto, tanto o extrato quanto suas 

frações foram colocados em rotaevaporador para eliminação dos solventes. 

Nessas amostras foi pesquisada a presença metabólitos secundários através 

de cromatografia em camada delgada, utilizando reveladores adequados para 

cada classe de metabólitos. 

 

IV.4.2.1. Compostos fenólicos 

A presença de fenólicos gerais pesquisada por cromatografia em 

camada delgada revelada com uma mistura de soluções de ferrocianato de 

potássio, K3Fe(CN)6, a 1% e cloreto férrico (FeCl3) a 2%. Volumes iguais de 

cada solução foram misturados e aspergiu-se sobre a placa onde foram eluídas 

as amostras. 

 

IV.4.2.2. Flavonoides  

A pesquisa de flavonoides foi realizada através da revelação de 

cromatoplaca utilizando como revelador uma solução de éster β-aminoetílico do 

ácido difenil bórico a 1% em metanol e polietilenoglicol 4000 a 5%. O teste foi 

considerado positivo com o desenvolvimento de fluorescências amarelas e 

verdes. 

 

IV.4.2.3. Antranóides e cumarinas 

Para investigação de antranóides e cumarinas, na cromatoplaca eluída 

com as amostras foi aspergida solução de hidróxido de potássio a 5% em 

metanol. Após secagem da placa, ela foi observada sob luz visível e UV365nm. 

A reação foi considerada positiva nas seguintes situações: sob a luz 

visível, antraquinonas desenvolvem coloração vermelha; sob a luz UV365nm, 

antronas desenvolvem coloração amarela e cumarinas ficam azuis. 
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IV.4.2.4. Saponinas  

A presença de saponinas foi realizada através da revelação da 

cromatoplaca por solução de anisaldeído em ácido sulfúrico. Após aspergir o 

reagente, a paca foi aquecida a 105 0C por 10 minutos. O aparecimento de 

manchas azuis ou azul violeta se caracteriza como indicativo da presença de 

saponinas. 

 

IV.4.2.5. Terpenos e esteroides  

Os terpenos e esteroides foram pesquisados por revelação de 

cromatoplaca como o reagente de Libermann-Burchard. Após borrifar e 

aquecer a placa a 1050C por 10 minutos, observou-se a placa no visível e no 

UV365nm. 

Manchas escuras no visível ou fluorescência no UV365nm indicam 

presença de esteroides, terpenos e saponinas.  

 

IV.4.2.6. Alcalóides 

A presença de alcaloides foi pesquisada por reações de precipitação 

com os seguintes reagentes: Dragendorff, Mayer, Bouchardat e Bertrand. 

Também foi realizada cromatoplaca revelada com reagente de Dragendorff. 

 

IV.5. Ensaio de citotoxicidade do extrato e frações das folhas de A. 

populnea  

 

Os testes de atividade antiproliferação de células 4T1 (ATCC® 

CRL2539™) isoladas de tumor de mama de ratos foram realizados pelo Prof. 

Dr. Daniel Cristian Soares da Universidade Federal de Itajubá, Minas Gerais, 

Brasil.  
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As células 4T1 isoladas de tumor de mama de ratos foram 

descongeladas e cultivadas em garrafas de cultura em uma estufa de CO2 (5% 

CO2 – Cole Parmer) com atmosfera úmida a 37 ºC em meio de cultura 

Dulbecco’s eagle modified medium (DMEM) acrescido de bicarbonato de sódio 

(3,7 g/L), penicilina (5.000 unidades/mL) e 10% p/p de soro fetal bovino estéril. 

Após as células atingirem 80% de confluência, foi conduzido o subcultivo para 

amplificação e experimentação. Para os experimentos, as células foram 

lavadas com solução tampão PBS pH 4,7 e desprendidas da superfície da 

garrafa de cultura com 1 mL de uma solução contendo tripsina 0,25% (v/v) e 

EDTA. Em seguida, a tripsina foi inativada com 8 mL do meio de cultura 

DMEM. Por fim, a suspensão de células foi transferida para um tubo Falcon de 

10 mL. 

Os ensaios de viabilidade metabólica foram executados, para avaliar-se 

a eficácia do tratamento empregado, utilizando-se o ensaio de MTT [brometo 

de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil-2,5-difenil)-2H-tetrazólio]. Este composto é um sal de 

coloração amarelada, capaz de captar elétrons em uma reação de oxirredução, 

formando um precipitado insolúvel de coloração roxa, denominado Formazan, 

que apresenta absorbância no espectro de ultravioleta a 570 nm. Na presença 

de células metabolicamente ativas, o MTT é capaz de captar elétrons da cadeia 

transportadora de elétrons, dentre outras reações de oxirredução. A 

determinação da absorbância a 570 nm do produto formado (Figura IV.6) é 

uma medida da viabilidade metabólica celular, sendo as duas grandezas 

diretamente proporcionais (MORGAN, 1998). 

 

+ NADH         +  NAD+ 

     

   

   

                MTT     Formazan 

Figura IV.6. Reação de oxiredução do MTT em células 

metabolicamente ativas. 
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As células 4TI, 500 células por poço, foram semeadas em placas de 

cultura de 96 poços e incubadas por 24 horas para aderência.  Após exposição 

por 48 horas de tratamento com extratos e frações de Austroplenckia populnea, 

as células foram submetidas à solução de MTT 0,5 mg/mL por 4 horas, onde a 

viabilidade metabólica foi avaliada por espectrofotómetro (infravermelho a 570 

nm), após solubilização do produto formado em 100 µL de dimetilsufóxido 

(DMSO) em cada poço. A técnica de microscopia ótica foi empregada para 

avaliação morfológica das células 4T1, antes e após a exposição a crescentes 

que variavam de 10-8 a 1 molar (M).  

Foram testadas amostras com as seguintes especificações: 1) Extrato 

etanólico de folhas de Austroplenckia populnea (FAPEEB) e suas frações: 1.1) 

Fração hexânica do extrato etanólico de folhas de Austroplenckia populnea 

(FAPEEBFrH) e (1.2) Fração não hexânica do extrato etanólico de folhas de 

Austroplenckia populnea (FAPEEBFrnH). A quarta a mostra avaliada foi a 

amostra (2) Extrato metanólico obtido na figura IV.1 de folhas de 

Austroplenckia populnea (FAPEM) 

 

 IV.5.1. Determinação da concentração inibitória 50% (IC50) 

 

As concentrações de extratos e frações de Austroplenckia populnea 

necessárias para inibir 50% do crescimento celular (IC50) foram determinadas 

in vitro frente células tumorais 4T1 tumor de mama de rato após 48 horas, 

empregando o mesmo procedimento acima descrito. 
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V. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

V.1. Extrato hexânico 

V.1.1. Obtenção da amostra Ap5i21 a partir da amostra Ap5i 

Uma massa de 35,21 mg da amostra AP5i foi solubilizada em acetato de 

etila. Retirou-se o sobrenadante (AP5i1), obtendo-se o precipitado, a amostra 

AP5i2. Após secagem dessa última, obteve-se 10,88 mg. Essa amostra foi 

submetida à análise em CCDP, de onde se isolou uma mancha de Rf igual a 

0,8 revelada em UV-254 nm (AP5i21), com massa igual a 9,32 mg.  

A amostra AP5i21 se caracterizou como um cristal em forma de agulha, 

solúvel em CHCl3, CH2Cl2, AcOEt, MeOH. 

           A amostra foi submetida à espectroscopia de RMN de 1H e 13C, DEPT e 

bidimensional. Através dessa análise foi possível atribuir os tipos de carbonos e 

suas funções orgânicas associadas.  

O RMN 1H forneceu sinais de 0,86 a 6,71, com multipletos próximos aos 

sinais em 1,2; 1,3 e 1,6  atribuídos  mais de um grupo vicinal de hidrogênios. 
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Tabela V.1: Comparação com os valores de deslocamento químico (H), 

multiplicidade e valores de constante de acoplamento (J) do 

espectro de 1H (CDCl3, 100 MHz) de AP5i21 com os valores 

encontrados na literatura 

Hidrogênios H (ppm) 

Multiplicidade 

(J em Hz)   

Multiplicidade 

(J em Hz)  

Werner Herz 

(1977) 

Werner Herz 

(1977) 

H (ppm) 

H (1)   m 1,3/ 1,4 

H (2) 2,41 / 2,18  m 2,39/ 2,17 

H (5) 6,71  dd (7,2) 6,71  

H (6) 2,36 / 1,4  dd (14,3) 2,31/ 1,4 

H (7) 3,93 / 1,6  m 4,09/ 1,6 

H (8) 3,93 / 1,6  m 4,09/ 1,6 

H (10) 1,4 / 1,6  m 1,4/ 1,6 

H (11) 1,4 / 1,6  m 1,4/ 1,6 

H (12) 
1,3 / 1,4 / 

1,6 

 m 
1,3 / 1,4 / 1,6 

H (13)   m 2,47 

H (14) 2,69 dd (17,4) dd (17,8) 2,67/ 2,17  

H (16) 4,45 dd (8,8) dd (9,7) 4,46/ 3,94  

H (17) 1,04 d (6,8) d (7) 1,03  

H (18) 0,86   0,86 

H (19)   dd (7,2) 3,90  

 

 Foram obtidos os seguintes deslocamentos químicos (anexo 3): 

C11,63(CH3); C 19,26 (CH3); C 19,35 (CH2); C 26,56 (CH2); C 27,65 (CH2); 

C 34,184 (CH2); C 36,13 (CH); C 36,22 (CH2); C 38,58 (C); C 40,44 (CH); C 

44,47 (CH2); C 44,90(C); C 48,19 (CH); C 72,39 (CH); C 72,71(CH2); C 

73,23 (CH2); C 134,45(CH); C 139,23 (C); C 169,92 (C=O); C 176,74 (C=O).  

Esses dados estão listados da Tabela 2. Observou-se a presença de dois 

carbonos metilicos (CH3), oito carbonos metilênicos (CH2), cinco carbonos 
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metínicos (CH) e dois carbonos carbonílicos (C=O) com sinais característicos 

de carbonos pertencentes a função éster (Tabela V.1)  

A análise dos dados obtidos nos espectros sugeriu uma molécula 

pertencente a classe dos dieterpenos clerodanos. Comparando os valores 

encontrados nos sinais de RMN de 13C com dados da literatura encontram-se 

valores bastante próximos aos atribuídos a molécula da Figura V.1 (WERNER 

HERZ, 1977; JANUARIO, 2004). Trata-se da molécula de um diterpeno neo-

clerodano: 7alfa-hidroxi-3-clerodadieno-16,15:18,19-diolideo.  

 

 

Figura V.1: Estrutura molecular de AP5i21 proposta a partir de RMN de 1H 

e de 13C.  

Trata-se de uma molécula composta por dois anéis, de fórmula 

molecular C20H28O5 com massa molar igual a 348,43 g. 
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Tabela V.2: Comparação com os valores de deslocamento químico (C) do 

espectro de 13C (CDCl3, 400 MHz) de AP5i21 com os valores 

encontrados na literatura 

Carbono Atribuição C 
Werner Herz 

(1977) 

Januário 

(2004) 

1 CH2 19,35 19,4 19,3 

2 CH2 27,64 27,6 27,6 

3 CH 134,45 139,2 135,1 

4 C 139,23 134,7 139 

5 C 44,90 44,9 44,9 

6 CH 40,44 40,5 40,40 

7 CH 72,39 72,21 72,3 

8 CH2 40,47 40,5 40,40 

9 C 38,56 38,4 38,3 

10 CH 48,19 48,3 48,1 

11 CH2 36,22 36,2 32,2 

12 CH2 26,56 26,5 26,5 

13 CH 36,13 36,1 36,1 

14 CH2 34,18 34,6 34,7 

15 C 174,74 176,6 176,9 

16 CH2 73,23 73,1 73,3 

17 CH3 11,63 11,9 12 

18 CH3 19,26 19,1 19,3 

19 CH2 72,70 72.7 72,8 

20 C 169,91 169,8 170,1 

 

Os diterpenos clerodanos formam uma nova classe de diterpenos 

com diversas atividades biológicas. Estudos fitoquímicos confirmaram a 

presença dessas substâncias nas famílias Flacourtiaceae (OBERLIES et al., 
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2002), Asteraceae (JANUARIO et al., 2004), Labiatae (VIEGAS JR, 2002). 

Fracionamentos bioguiados mostram que nessa classe encontram-se 

moléculas com propriedades antifúngica, antibacteriana de repelência de 

insetos e anti-hemorrágica (OBERLIES et al. , 2002; VIEGAS JUNIOR, 2002). 

Nas espécies da família Celastraceae, até o presente momento, não foram 

isoladas moléculas dessa classe de diterpeno (Figura V.2). 

 

Figura V.2: Esqueleto básico de um diterpeno clerodano 

 

           V.1.2. Frações AP5ic5 e AP5ic6  

           Das frações AP5ic5 e AP5ic6, reunidas pela similaridade, isolou-se duas 

amostras por CCDP, uma de Rf igual a 0,822 (AP5ic5.1) e outra de Rf 0,645 

(AP5ic5.2). Ambas foram submetidas a cromatografia líquida de alta eficiência 

acoplado a detector de massas. O banco de dados do equipamento (NISTI) 

atribuiu com 95 % de similaridade a presença de friedelina (34,553 min.) e β-

friedelinol (33,151) para a amostra AP5ic5.1.  

 

Figura V.3: Estrutura molecular de friedelina (A) (C30H50O, 226,717 g/mol) 
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Figura V.4: Cromatograma da amostra AP5ic5.1, obtido em 

cromatografia gasosa. Pico em 34, 653 correspondente à 

molécula de friedelina  

          Na amostra AP5ic5.2 também foi encontrado picos aos quais se atribuem 

95% se similaridade a friedelina (34,663) e também a presença de β-friedelinol 

com 96% de similaridade atribuída ao pico 34,23. O pico em 27,81 foi atribuído, 

com 83% de similaridade, à presença de lupeol.  

 

 

Figura V.5: Estruturas químicas de friedelina (A) (C30H50O, 226,717 

g/mol), β-friedelinol (B) (C30H52O, 228,733 g/m) e lupeol (C30H50O; 

426,717 g/mol).  

A 

C 

B 
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Figura V.6: Cromatograma da amostra AP5ic5.2, obtido em cromatografia 

gasosa. Pico 1, em 34,235, correspondente a friedelina e pico 2, 

em 21,647, correspondente ao lupeol  

                

  V.1.3. Fração AP5ic7 

           A amostra AP5ic7 foi submetida a análise em CCDC com fase móvel 

Hex:AcOEt  (10:1). Ao se revelar em vanilina sulfúrica, observou absorções de 

Rfs iguais a 0,822, 0,645, 0,322 e 0,242. Realizou-se CCDP obtendo-se quatro 

amostras: AP5ic7.1, AP5ic7.2, AP5ic7.3, e AP5ic7.4 . As amostra AP5ic7.3 e  

AP5ic7.4 foram submetidas a cromatografia líquida de alta eficiência acoplado 

a detector de massas. Ambas apresentaram um perfil semelhante, com picos 

em 34,12, indicando, com 96% de similaridade, a presença de β-friedelinol. Um 

pico em 34,62, conferindo 95% de similaridade com friedelina. 

 

 

Figura V.7: Cromatograma da amostra AP5ic7.3, obtido em cromatografia 

gasosa. 1) friedelina; 2) β-friedelinol 

2 
1 

1 

2 
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Figura V.8: Cromatograma da amostra AP5ic7.4, obtido em cromatografia 

gasosa. 1) friedelina; 2) β-friedelinol  

            Os resultados obtidos para as subfrações AP5ic5-6 e AP5ic7 

aprontaram a presença das mesmas substâncias majoritárias. 

 

           V.1.4. Fração AP5ic11 

             A fração AP5ic11 foi submetida a cromatografias analítica em camada 

delgada em fases móveis diferentes apresentando apenas uma absorção em 

todos os sistemas eluentes. Na fase móvel Hex:AcOEt (1:1), revelada em 

vanilina sulfúrica apresentou absorção de Rf  igual a 0,923. Amostra foi 

submetida a cromatografia líquida de alta eficiência acoplado a detector de 

massas. 

No cromatograma a seguir, observa-se a presença de picos em: 27,017 

minutos, não reconhecido pelo banco de dados do equipamento; 34,11 

oferecendo 94% de similaridade com β-friedelinol; outro pico em 34,617 com 

86%  de similaridade com friedelina. 

 

1 

2 
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Figura V.9: Cromatograma da amostra AP5ic11, obtido em cromatografia 

gasosa. 1) friedelina; 2) β-friedelinol 

Os picos em 6,86 e 19,06 presentes em todas as amostras submetidas a 

CG-EM caracterizam a presença de ftalato, um contaminante comum de se 

encontrara em solventes. 

 

V.2. Extrato etanólico bruto das folhas de A. populnea (FAPEEB) 

V.2.1. Partição do FAPEEB 

Uma massa correspondente a 11,11 g de extrato etanólico de folhas de 

Austroplenckia populnea (FAPEEB) foi particionando obtendo-se 0,2643 g de 

fração hexânica (FAPEEBFrH) e 10,51 g de fração não hexânica 

(FAPEEBFrnH). 

 

V.3. Prospecção fitoquímica 

Na Tabela V.2, estão presentes os resultados obtidos para prospecção 

fitoquímica do extrato etanólico de folhas de Austroplenckia populnea 

(FAPEEB) e suas frações hexânica (FAPEEBFrH) e não hexânica 

(FAPEEBFrnH). 

 

 

1 

2 
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Tabela V.3: Avaliação da presença dos principais metabólitos secundários no 

extrato etanólico bruto de folhas de Austroplenckia populnea e suas frações 

 Metabólitos secundários 

Amostra F FV C S T E A 

FAPEEB + + - + + + - 

FAPEEBFrH - - - + + + - 

FAPEEBFrnH + + - + + - - 

F = fenóis, FV = Flavonoides, C = Cumarinas, S = Saponinas,  

T = Terpenos, E = Esteroides, A = Alcalóides 

(+) resultado positivo, (-) resultado negativo. 

 

A partir dos resultados da tabela acima, foi possível identificar a 

presença de flavonoides, saponinas, terpenos, fenólicos e esteróides no extrato 

etanólico. Observou-se também, a ausência de cumarinas e alcaloides. No 

entanto, observa-se que a presença dos esteroides e terpenos na fração 

hexânica (FAPEEBFrH). Já na a fração não hexânica (FAPEEBFrnH), pode-se 

observar a presença de terpenos, entretanto esses terpenos podem conter em 

suas moléculas algumas funções orgânicas que lhes conferem menor afinidade  

e solubilidade em hexano; por isso observa-se a presença dessa classe em 

ambas frações.  

 

V.4. Ensaio de citotoxicidade de extrato e frações das folhas de A. 

populnea  

 

A diferentes substâncias isoladas de Austroplenckia populnea já foram 

atribuídas atividade antitumoral (GONZALEZ et al., 2000) Em função disso, as 

amostras FAPEEB, FAPEEBFrH, FAPEEBFrnH e FAPEM foram submetidas a 

testes de citotoxicidade frente a células de 4T1 (Anexo 8), originárias de tumor 

de mama de ratos. 

Depois de adequado tempo de desenvolvimento, células de 4T1, 

lavadas, contadas e colocadas em placas de 96 poços onde crescentes 
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concentrações de adicionadas, de modo a obter uma curva que relaciona o 

percentual de morte de células versus log da concentração da mostra em 

mg/mL (Figuras: V.12, V.13, V.14. V.15) 

Os resultados revelaram que frente aos modelos tumorais de 4T1, as 

amostras apresentaram os seguintes valores de IC50: FAPEEB 0,008025mg/ml; 

FAPEEBFrH 0,003671 mg/mL; FAPEEBFrnH 0,001135mg/mL; FAPEM 0,1047 

mg/mL 

 

Tabela V.4: Relação entre as amostras analisadas e IC50 

Amostra IC50 

FAPEEB 0,008025 mg/ml 

FAPEEBFrH 0,003671 mg/mL 

FAPEEBFrnH 0,001135 mg/mL 

FAPEM                     0,1047 mg/mL 

 

 

V.4.1. Avaliação do extrato etanólico bruto das folhas de A. populnea 

(FAPEEB) 

 

Foram avaliadas 10 amostras de extrato etanólico de folhas de 

Austroplenckia populnea nas concentrações relacionadas na Tabela V.4. Após 

48 horas, cada concentração foi submetida à leitura em espectrofotômetro por 

cinco vezes para que fosse calculada a porcentagem de células de tumor de 

mama de Murino 4T1 que sobreviveu. 

A partir dos dados da Tabela V.4 foi possível estabelecer uma curva 

Normal e, posteriormente, valor da IC50. O extrato etanólico de folhas de 

Austroplenckia populnea, frente às células 4T1 de tumor de mama de rato 

apresentou IC50 igual a 0,008025mg/ml. O ajuste da curva permitiu um R2 = 

0,987 e graus de liberdade igual a 46 (Figura V.12). 
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Tabela V.5: Relação entre o log da concentração da amostra FAPEEB e 

a porcentagem de sobrevivência celular 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.10: IC50 da amostra FAPEEB em células 4T1-48 h 

Log [ FAPEEB] 

(em mg/mL) 
% de sobrevivência de células 

 Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5    

-6 1,15 1,78 1,08 1,08 3,57 

   -5 2,14 2,45 2,398 2,99 3,05 

   -4 10,24 9,47 8,24 9,25 9,14 

   -3 17,45 15,24 14,25 18,98 15,21 

   -2 68,42 63,25 64,78 69,57 69,31 

   -1,69897 75,36 74,56 72,31 70,58 71,32 

   -1,52288 92,34 89,47 95,25 96,37 92,78 

   -1,39794 99,58 98,21 99,37 105,6 102,54 

   -1,30103 105,38 103,25 104,5 100,2 108,36 

   0 110,24 108,41 105,21 108,25 109,24 
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V.4.2. Avaliação da fração hexânica do extrato etanólico bruto das folhas 

de A. populnea (FAPEEBFrH) 

 

Foram avaliadas 9 amostras de fração hexânica de extrato etanólico de 

folhas de Austroplenckia populnea  nas concentrações relacionadas na Tabela 

V.5. Após 48 horas cada concentração foi submetida à leitura em 

espectrofotômetro por cinco vezes para que fosse calculada a porcentagem de 

células de tumor de mama de Murino 4T1 que sobreviveu (Tabela V.5). 

A fração não hexânica do extrato etanólico bruto de folhas de 

Austroplenckia populnea, frente às células 4T1 de tumor de mama de rato 

apresentou IC50 igual a 0,003671 mg/mL. O ajuste da curva permitiu um 

R2=0,9931 e graus de liberdade igual a 46 (Figura V.13). 

 

Tabela V.6: Relação entre o log da concentração da amostra FAPEEBFrH e a 

porcentagem de sobrevivência celular 

 

Log [ FAPEEBFrH] 

(em mg/mL) 
% de sobrevivência de células 

 Amostra 1 Amostra 2  Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5    

-6 3,56 1,89 1,47 3,02 2,87 
   

-5 4,18 3,47 3,56 2,98 3,54 
   

-4 13,45 12,48 11,45 11,47 11,78 
   

-3 28,54 32,47 30,89 30,05 29,54 
   

-2 75,36 74,56 72,31 70,58 71,32 
   

-1,69897 99,54 102,47 105,36 104,32 103,56 
   

-1,52288 105,21 99,87 102,35 102,25 107,45 
   

-1,39794 100,89 110,21 105,32 108,69 107,25 
   

0 107,41 105,32 108,97 103,21 104,25 
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Figura V.11: IC50 da amostra FAPEEBFrH em células 4T1- 48 h 

 

 

V.4.3. Avaliação da fração não hexânica do extrato etanólico bruto das 

folhas de A. populnea (FAPEEBFrnH) 

 

Foram avaliadas 10 amostras fração não hexânica de extrato etanólico 

de folhas de Austroplenckia populnea nas concentrações relacionadas na 

Tabela V.6. Cada concentração foi submetida à leitura em espectrofotômetro 

por cinco vezes para que fosse calculada a porcentagem de células de tumor 

de mama de Murino 4T1 que sobreviveu (Tabela V.6). 

Para a fração não hexânica do extrato etanólico (FAPEEBFrnH) de 

folhas de Austroplenckia populnea, frente às células 4T1 de tumor de mama, 

encontrou-se valor de IC50 igual a 0,001135 mg/mL. O ajuste da curva permitiu 

um R2 = 0,9931 e graus de liberdade igual a 46 (Figura V.14). 
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Tabela V.7: Relação entre o log da concentração da amostra FAPEEBFrnH e a 

porcentagem de sobrevivência celular 

 

Log [ FAPEEBFrnH] 

(em mg/mL) 
% de sobrevivência de células 

 Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5    

-7 0,58 0,56 0,47 1,12 1,23 
   

-6 1,47 1,158 1,98 2,35 2,65 
   

-5 7,89 6,87 8,84 7,54 6,74 
   

-4 10,45 9,87 11,24 10,8 8,74 
   

-3 49,58 47,25 49,58 46,24 49,23 
   

-2,69897 89,54 82,47 79,21 86,25 84,21 
   

-2,52288 99,54 102,47 105,36 104,32 103,56 
   

-2,39794 100,98 104,57 104,89 103,21 99,85 
   

-2,30103 100,89 110,21 105,32 108,69 107,25 
   

-2 102,45 101,87 99,47 105,78 105,32 
   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.12: IC50 da amostra FAPEEBFrnH em células 4T1- 48 h 
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V.4.4. Avaliação do extrato metanólico das folhas de A. populnea 

(FAPEM) 

 

Foram avaliadas 7 amostras de extrato metanólico de folhas de 

Austroplenckia populnea  nas concentrações relacionadas na Tabela V.7. Cada 

concentração foi submetida à leitura em espectrofotômetro por cinco vezes 

para que fosse calculada a porcentagem de células de tumor de mama de 

Murino 4T1 que sobreviveu (Tabela V.7). 

O extrato etanólico de folhas de Austroplenckia populnea, frente às 

células 4T1 apresentou IC50 igual a 0,1047 mg/mL. O ajuste da curva permitiu 

estabelecer um R2 = 0,9986 e graus de liberdade igual a 31 (Figura V.15). 

 

Tabela V.8: Relação entre o log da concentração da amostra FAPEM e     

porcentagem de sobrevivência celular 

Log [ FAPEEBFrnH] 

(em mg/mL) 
% de sobrevivência de células 

 Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5    

-5 1,54 1,36 3,54 2,89 2,47 
   

-4 2,35 1,89 3,05 2,87 1,87 
   

-3 2,45 3,41 1,87 1,95 2,06 
   

-2 
        

-1 49,58 47,25 49,58 46,24 49,23 
   

-0,69897 
        

-0,52288 101,24 99,74 98,21 96,32 104,32 
   

-0,39794 102,21 97,14 105,21 102,21 104,3 
   

-0,30103 102,31 103,02 99,56 102,32 101,45 
   

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados de Discussão 

53 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.13: IC50 da amostra FAPEM em células 4T1-48 h 

 

Ao se comparar os valores de IC50 entre os extratos analisados, 

verificou-se que extrato etanólico bruto possui um potencial citotóxico 13 vezes 

maior que o extrato metanólico (Figura V.16) Esse potencial está diretamente 

relacionando com a presença de determinadas classes metabólitos 

secundários, dentre as quais se podem destacar as mais importantes que 

apresentam essa atividade já descrita na literatura, que são: diterpenos, 

sesquiterpenos, taninos e flavonoides (MONKS et al., 2002). Neste sentido 

sugere-se que componentes dessas classes de metabólitos estejam presentes  

no extrato etanólico e possivelmente estão relacionadas aos resultados obtidos 

e observados.  
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Figura V.14: IC50 de células 4T1 submetidas a teste de citotoxicidade com a 

as amostras FAPEEB, FAPEEBFrH, FAPEEBFrnH e FAPEM, 

após 48 h. 

 

Pela análise dos resultados obtidos para IC50 em 48h, das frações do 

extrato etanólico, ambas as frações apresentaram atividades citotóxicas sendo 

observada maior potencial na fração não hexânica. Essa fração, por apresentar 

metabólitos secundários com caráter polar mais acentuado, provavelmente 

possui em sua composição substâncias classificadas nas classes de 

flavonoides, taninos, fenólicos que podem estar relacionadas diretamente à 

ação observada. Alguns fatores podem apresentar-se favoráveis à ação de 

substâncias dessas classes e características mais polares como, por exemplo, 

a facilidade de solubilização e consequentemente melhor disponibilidade no 

meio para interagir com as células avaliadas.  

 Os resultados obtidos para o teste de citotoxicidade com a fração não 

hexânica podem ser atribuídos, em parte, pela presença de compostos 

fenólicos, uma vez que já foram descritos e atribuídas, na literatura, essa 

atividade para os flavonoides (HUANGA, 2013; YOSHIDA et al., 1990). 

Neste sentido, Kim e colaboradores (2013), observaram o crescimento e 

atividades biológicas provocadas por células cancerosas 4T1 de mama de 

murino na presença do flavonoide quercetina. Essa substância mostrou inibição 

dose dependente no crescimento celular e a apoptose induzida em células 4T1. 

IC
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0
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4
8
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Concentração da amostra x 10 -3 (M) 

IC50 - 48 h 

FAPEE

FAPEEFrH

FAPEEFrnH

FAPEM

8,025 1,13 3,671 104,7 
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Através desse estudo foi possível garantir que a quercetina exerce sua 

atividade anticâncer através da regulação negativa da atividade de sinalização 

Wnt/β-catenina. Estes resultados indicam pela primeira vez que a quercetina 

diminui a viabilidade celular e induz a apoptose em células de câncer mamário 

de murino, o qual é possivelmente mediado pela inibição DKK-dependente da 

via de sinalização Wnt/β-catenina. A quercetina tem um grande valor potencial 

como agente quimioterápico para tratamento do câncer, principalmente o 

câncer de mama controlado pela atividade de sinalização Wnt/β-catenina (Kim 

et al., 2013). 

A atividade citotóxica observada na fração não hexânica está 

relacionada com a presença de metabólitos secundários de natureza apolar, 

bem como pela interação entre essas substâncias. Na prospecção fitoquímica 

detectou-se a presença de terpenos, uma classe de metabólitos cujo potencial 

citotóxico é bastante conhecido (VECHIA, GNOATTO & GOSMANN, 2009). No 

refinamento de frações hexânicas isolou-se friedelina, β-friedelinol e lupeol, 

substâncias que apresentaram atividade citotóxica em outros estudos (ZHENG, 

1994).  

Nas condições deste ensaio de citotoxicidade os extratos e frações de 

folhas de A. populnea (FAPEEB, FAPEEBFrH, FAPEEBFrnH) foram capazes 

de inibir o crescimento celular em ensaios in vitro com células tumorais de 

mama de Murino, com valores de IC50 bastante baixos. Esses resultados 

reforçam a necessidade de se investigar e conhecer melhor os metabólitos 

bioativos encontrados nas folhas de A. populnea, bem como suas atividades 

biológicas. Pois as folhas e raízes desta planta são consumidas sob a forma de 

decocção para o tratamento de doenças como disenterias e reumatismo, isso 

gera a necessidade de estudos sobre a segurança do uso desta planta na 

medicina popular. 
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VI. CONCLUSÃO 

Este estudo gerou resultados que contribuem para melhor conhecimento 

e compreensão da utilização popular desta planta. A detecção da presença do 

diterpeno isolado pode abrir novas frentes de estudo fitoquímico e aplicação 

terapêutica desta espécie, devido ao amplo espectro de atividades biológicas 

apresentados por essa classe de metabólito secundário. O que pode ser 

observado nos resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade dos extratos e 

frações oriundos das folhas. 

Contudo, observa-se a necessidade de estudos complementares para se 

conhecer e agregar maior valor a espécie A. populnea, uma vez que esta já se 

apresenta com grande potencial promissor terapêutico. 
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VIII. ANEXOS 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

Espectros da amostra AP5i21 

(Anexos 1 a 7) 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

Anexo 1: Espectro de RMN1H de AP5i21 (CDCl3; 400 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

Anexo 2: Espectro de RMN de 1H da amostra AP5i21, (CDCl3; 400 MHz)  com 

expansões 

 

 



 

 
 

 

 

Anexo 3: Espectro de RMN 13C da amostra AP5i21(CDCl3/C5D5N; 100 MHz). 

 

 



 

 
 

 

Anexo 4: DEPT da amostra AP5i21 (CDCl3; 400 MHz) 

 

 



 

 
 

 

Anexo 5: HSQC da amostra AP5i21 (CDCl3; 400 MHz) 

 

 

 



 

 
 

 

Anexo 6: HMQC da amostra AP5i21(CDCl3; 400 MHz) 

 



 

 
 

 

Anexo 7: HMQC da amostra AP5i21 (CDCl3; 400 MHz) 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Anexo 8 



 

 
 

 

 

 

 



 

 
 

 


