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RESUMO

Austroplenckia populnea é uma espécie vegetal representante da
familia Celastraceae encontrada no cerrado brasileiro, principalmente nos
estados de Minas Gerais e Bahia, onde é conhecida como mangabarana,
marmelinho do campo e pilva branca. Suas folhas sédo utilizadas na medicina
popular para o tratamento de doencas do trato gastrintestinal como Ulcera,
gastrite, acidez cronica e outras afeccdes do género. A proposta deste estudo
consistiu na realizacdo de investigacdo fitoquimica e avaliagdo de
citotoxicidade de extratos e fracdes de folhas de Austroplenckia populnea. A
partir do extrato hexanico de folhas de A. populnea, foi isolado o diterpeno neo
clerodano 7-hidroxi-3,13-clerodadieno-16,15:18,19-diolideo, ainda néo isolado
em plantas da familia Celastraceae. Além desse diterpeno, isolou-se um grupo
de terpenos ja encontados nessa familia em outros estudos: friedelina, fridelinol
e lupeol,. O extrato etandlico foi fracionado e nessas fracGes, pesquisou-se a
presenca de compostos fendlicos, saponinas, terpenos, esteroides e alcaloides.
O extrato etandlico e o metandlico foram avaliados, in vitro, frente aos seus
potenciais citotoxicos, para isso, foram utilizadas células tumorais de mama de
Murino (4T1). O extrato etandlico apresentou maior potencial citotoxico do que
0 extrato metanolico. Ao se comparar as fragcdes do extrato etandlico, a fracéo
ndo hexanica foi capaz de inibir o maior nimero de células. O estudo
fitoquimico de Austroplenckia populnea contribuiu para caracterizacdo de
extratos e fracdes, além do isolamento de moléculas. A investigacdo do
potencial citotoxico de extratos e fracOes traz perspectivas para estudos de
outras atividades bioldgicas ainda nédo descritas que podem vir a ser atribuidos

a essa planta .

Palavras chave: Austroplenckia populnea, fitoquimica, 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. Introducéo

. INTRODUCAO

As plantas representam um rico depoésito natural de substancias
quimicas utilizadas pelo homem. A exploracdo desses recursos se faz em
varios setores da ciéncia, com aplicabilidade industrial, como por exemplo, a
agroindustria, na indastria alimenticia e na farmacéutica. Além da possibilidade
de fornecer substancias ativas em seu estado natural, algumas espécies
também podem apresentar compostos passiveis de modificagbes quimicas
(KINGHORN & BALANDRIN, 1993).

A utilizacdo de recursos naturais, tanto para o controle de pragas em
plantacbes, quanto para fins terapéuticos como para o alivio e cura das
doencas, acompanham a Histéria das Civilizacbes (VIEGAS & BOLZANI,
2006). As primeiras descricdes sobre plantas medicinais feitas pelo homem
remontam as 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 Mortuaria
de Ramsés Il. Ele pertence a época da XVIII dinastia no século XVI antes da
era cristd, enumera aproximadamente cem doencas e descreve um grande

namero 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 terapéuticas, fossem elas
tradicionais, de cunho popular, exotérico ou ndo. Com o desenvolvimento de
novas tecnologias foi possivel isolar e/ou sintetizar substancias 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 diminuiam riscos de toxicidade e aumentavam a eficicia do
tratamento (GUERRA & NODARI, 2010).

Nos ultimos anos, a introducdo dos métodos espectroscépicos, junto as
inovacdes em metodos cromatograficos na fitoquimica permitiu a reducao das
guantidades de materiais necessarios para a analise e possibilitou a

determinacao de estruturas complexas em menor tempo (PINTO et al., 2002).



I. Introducéo

A escolha pela espécie a ser investigada é realizada a partir da
observagéo do uso das plantas por uma determinada populagéo, geralmente
para fins terapéuticos. Esse estudo denomina-se etnofarmacologia e atraves
dele é possivel obter indicios para posteriores investigacdes de seus agentes
biologicamente ativos (ELISABETSKI & DE SOUZA, 2010). Essas
investigacdes, auxiliadas por recursos tecnoldgicos, trouxe avancos para o
desenvolvimento de pesquisas e descoberta de novos agentes terapéuticos.
(VIEGAS & BOLZANI, 2006). Cerca de 74% dos principais produtos medicinais
obtidos de vegetais foram descobertos através de orientacdo baseada em

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

No Brasil, as civiliza¢des indigenas detinham conhecimento sobre o uso
de plantas nativas para uso terapéutico. Os primeiros registros desse
conhecimento foram realizados na época do Brasil Colénia por dois autores:
Pero de Magalhdes Gandavo que escreveu “Histéria da Provincia 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 Colénia, os médicos portugueses
passaram a utilizar a sabedoria indigena e precisaram registra-la (PINTO et al.,
2002).

A biodiversidade genética presente em territorio brasileiro € uma das
maiores do mundo, ainda ndo conhecida totalmente, devido a sua
complexidade. Ha 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 numero de possibilidades de
identificacdo 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 etnofarmacolégicos e divulgar esse
conhecimento. Apesar da elevada biodiversidade no Brasil, a maior parte das
espécies medicinais cultivadas € exdtica. O uso de plantas nativas é mais
comum em comunidades indigenas e caboclas no interior do pais (BRITO &
BRITO, 1993).
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O cerrado brasileiro, apesar da grande biodiversidade, ainda néo
desenvolveu mecanismos que possibilitem a utilizagdo racional de seus
recursos naturais de maneira sustentavel. A exploracdo de produtos naturais
nao madeiraveis apresenta muitas vantagens sobre outras formas de uso da
terra nas regides tropicais. Podem prevenir o desflorestamento e o
empobrecimento bidtico e também estimular o desenvolvimento das

comunidades humanas que vivem no seu entorno.

Nos ultimos anos, observa-se um aumento na procura por drogas
vegetais aplicadas como recurso terapéutico. Algumas razfes para esse
fendbmeno séo: insatisfacdo com os resultados obtidos em tratamentos com a
medicina convencional, os efeitos indesejaveis e prejuizos causados pelo uso
abusivo e/ou incorreto dos medicamentos sintéticos, a falta de acesso aos
medicamentos e a medicina institucionalizada, a consciéncia ecoldgica e a

crenca popular de que o natural € inofensivo (RATES, 2001).

Em paises emergentes o consumo de plantas medicinais esta
provavelmente relacionado as baixas condicbes econdémicas, pouco acesso
aos recursos terapéuticos (medicamentos e hospitais) (HERSCH-MARTINEZ,
1995) e a abundéncia de riqguezas naturais presentes na maioria desses
paises. A Organizacao Mundial de Saude (OMS) estima que 80% da populacdo
mundial usam recursos das medicinas populares para suprir necessidades de
assisténcia médica privada, podendo girar em torno de aproximadamente 22
bilhdes de ddlares (COSTA et al.,, 1998; YUNES, PEDROSA, CECHINEL
FILHO, 2001).

Segundo a OMS existem 252 farmacos essenciais para a saude
humana, dos quais 11% sao exclusivamente de origem vegetal. O mercado
mundial de medicamentos, estimado em cerca de 300 bilhdes de dolares,
aproximadamente 40% do valor movimentado por medicamentos no mercado
mundial sdo 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 identificacdo de substancias oriundas de

produtos naturais revelam alta diversidade de estruturas quimicas,

4



I. Introducéo

propriedades fisico-quimicas diferenciadas e atividades biologicas promissoras
para utilizacdo terapéutica e/ou como protétipos de novos farmacos. Essa
diversidade é superior aos produtos derivados dos processos de sinteses (DOS
SANTOS, 2010). A maioria das substancias naturais se apresenta como
moléculas de tamanho inferior a 1000 Da e apresentam melhores propriedades
farmacocinéticas frente aos farmacos sintéticos, o que torna possivel boas
condi¢cbes de absorcéo, metabolizacdo e excrecao pelo organismo (HARVEY,
1995). Ao se comparar atividade biolégica de ambos, verifica-se que os
produtos naturais exibem maior numero de atividade. A atividade
antimicrobiana é uma caracteristica frequentemente associada a muitos desses
produtos, como por exemplo, derivados de B-lactamicos (NISBET & MOORE,
1997). Algumas terapias antitumorais utilizam o taxol e a vimblastina, produtos
extraidos das espécies Taxus brevifolia e Catharanthus roseus (L.) G. Don.
Outro exemplo sdo as estatinas, classe de substancias de farmacos derivadas
dos metabdlitos compactina e mevilonina oriundos de fungos, utilizadas na
terapia para controle de colesterol (GULLO & HUGHES, 2005).

A maioria das substancias isoladas de plantas e de interesse
farmacéutico tem sua origem em seus metabolismos secundarios.
Diferenciando-os dos metabdlitos primarios, os metabodlitos secundarios séo
substancias que nao estdo necessariamente relacionadas de forma direta a

manutenc¢ao da vida dos organismos que os produz (DOS SANTOS, 2010).

Os produtos do metabolismo secundario, apesar de nao terem funcao
metabdlica definida em certos casos, apresentam varias caracteristicas
comuns como: estrutura quimica diversa, ocorréncia limitada dentro dos grupos
vegetais que mostra correlagdo com outras caracteristicas como morfologia e
fisiologia vegetal (CRONQUIST, 1980).

A produgdo de metabolitos secundéarios esta intimamente relacionada
com a adaptacdo das espécies ao meio ambiente (WINK, 2003). Uma
evidéncia dessa afirmativa € o fato de angiospermas, espécies com maior
namero desses compostos, se disseminarem em varios territérios do planeta.
As caracteristicas que distinguem as angiospermas dos outros grupos vegetais

como as bridfitas, pteridéfitas e gimnospermas, certamente propiciaram uma
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melhor adaptacdo ao meio durante milhdes de anos (CRONQUIST, 1988).

O estudo da distribuicdo dos metabdlitos secundarios entre as espécies
foi um instrumento que auxiliou a classificagdo taxondmica. (VALLADAO,
2005). Porém, € preciso ter cuidado ao tomar essa distribuicdo para determinar
estudos taxondmicos, visto que esse padrdo de distribuicdo € muito complexo e
variavel nos diferentes orgdos da planta, nos estagios de desenvolvimento
entre individuos e populacdes (WINK, 2003).

O isolamento e identificagdo de substancias de origem natural
contribuem para o fornecimento de estruturas quimicas e suas caracterizacoes,
incluindo a possibilidade de descoberta de atividade biolégica. Comprovada a
efichAcia e seguranca desses produtos, ele se estabelece como fonte de
desenvolvimento econdmico. Esse processo € menos dispendioso quando

comparado a sintese de novas moléculas.
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II. OBJETIVOS
[1.1. OBJETIVO GERAL

Este estudo teve por objetivo principal a avaliacdo fitoquimica e da
citotoxicidade de extratos hexanico, etandlico e suas fragbes, bem como

extrato metandlico obtidos de folhas de Austroplenckia populnea.

I1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para se alcancar os objetivos principais, foram delineadas as seguintes

etapas:

- Obter fragcbes do extrato etandlico bruto de folhas de A. populnea por

particbes sucessivas e processos cromatogréficos;

- Purificar os constituintes quimicos através de diferentes processos

cromatograficos;

- Identificar as estruturas quimicas de substancias isoladas utilizando técnicas

de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e de *C, DEPT-135.

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

linhagem de células tumorais de glandulas mamarias de ratos.
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lIl. REVISAO DA LITERATURA
l1l.1. FAMILIA CELASTRACEAE

As espécies da familia das Celastraceae sdo antecedidas pelas
seguintes classificagfes taxonomicas: Grupo das Angiospermas, subclasse:
Rosidae, ordem: Celastrales. Os modelos de classificagdo mais recentes
utilizam, além da semelhanca morfolégica, a repeticdo de determinados genes
em um grupo de espécies. Com o auxilio de técnicas de biologia molecular, foi
possivel agrupar espécies a familia Celastraceae e organizar as subfamilias.
De acordo com esses critérios, as Celastraceaes compreendem 98 géneros
com 1210 espécies (SIMMONS, 2004).

A familia Celastraceae é dividida em cinco subfamilias,
Campylostemonoideae, Cassinoideae, Celastroideae, Goupioideae, e
Tripterygioideae. Sendo a espécie Austroplenckia populnea pertencente a
subfamilia Tripterygioideae. Classificada em 1942 por Loesener, essa
subfamilia possui sete géneros e trinta e nove espécies (SIMMONS et al.,
2012).

Nas andlises taxondmicas dessas espécies observa-se um padrao
sistematico de distribuicdo de alguns metabdlitos. Em isolamentos de
substancias a partir de extratos de folhas, caules e raizes em espécies da
familia Celastraceae € comum encontrar compostos como a [-amirina,
quinonametideos e dulcitol, sendo, portanto, constituintes caracteristicos deste
grupo de plantas (DHARMASSREE, 1982).

Alguns representantes sdo éarvores, outros sdo arbustos ou lianas,
geralmente lactiferos e que apresentam suco colorido. Sdo autossustentaveis
ou trepadeiras e em geral possuem caule ou tronco retorcido ou enroscado
(CRONQUIST, 1980; CRONQUIST, 1988). As folhas das espécies dessa
familia s@o simples, alternas ou opostas, ou “herbaceas”, pelicular, ou
membranosas, pecioladas e com l|amina inteira (CRONQUIST, 1980;
CRONQUIST, 1988).

Essa familia constitui um grupo de plantas nativas de regides

subtropicais e tropicais, incluindo o norte da Africa, América do Sul, e muitas
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partes do leste da Asia, particularmente da China (SPIVEY, WESTON,
WOODHEAD, 2002). Fésseis de 60 milhdes de anos, encontrados no noroeste
da China indicam o surgimento das Celastraceas entre o periodo Cretaceo
superior e o Paleoceno (MCLOUGHLIN, 2006; LI, 2000; Citado por
VALLADAO, 2009).

No Brasil a familia Celastraceae é representada por quatro géneros:
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 pais.

O interesse no estudo de espécies dessa familia estda associado a
atividade medicinal apresentada por varias delas, como: atividade
antirreumatica, antitumoral e acdo curativa em feridas de pele (GONZALEZ,
1982; MONACHE, 1972). Além dessas propriedades, a presenca de triterpenos
nas espécies dessa familia possibilita a ocorréncia outras atividades biol6gicas
distintas, a citar: antisséptica, antiasmatica, antimicrobiana, anti-
espermatogénica, antiplasmaodica, analgésica e anti-ulcerogénica; inseticida
citotoxica, antitumoral, moluscicida, alelopatica, anti-inflamatéria (SILVIA,
2007).

O estudo fitoquimico isolou um grande numero de terpenos,
principalmente; diterpenos, sesquiterpenos e triterpenos do tipo: friedelanos,

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

Os ésteres de sesquiterpenos com diidro B-agrofurano como estrutura
basica foram utilizados como marcadores taxonémicos das espécies da familia
Celastraceae (GONZALEZ et al., 1997). As principais atividades bioldgicas
atribuidas aos derivados desses sesquiterpenos estédo: atividade antitumoral e
inseticida (TAKAISHI et al.,1993) (Figura Il1.1).
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Figura Ill.1: Esqueleto basico de diidro-B-agarofurano

Triterpenos pentaciclicos sdo abundantes nessa familia e estdo
associados a atividade antiulcerogénica, sendo que a presenca de fridelina e
friedelinol estd4 associada a potencializacdo desse efeito (QUEIROGA et al.,
2000).

A atividade antitumoral associada a espécies do género Mayetenus foi
relacionada com a presenca de taninos e derivados da catequina (PEREIRA et
al., 1999). Encontraram-se, também, outros metabdlitos como fenilalquilaminas
e flavonoides (SPIVEY et al., 2002).

As investigacdes fitoquimicas de espécies representantes da familia
Celastraceae muito contribuem para o isolamento de substancias com

capacidades terapéuticas.

[11.2. Austroplenckia populnea (Reiss)

Para a identificacdo taxondmica da Austroplenckia populnea (Reiss) sao
aceitas duas classificagdes. Uma delas, feita por Engler, em 1964, organiza a
espécie da seguinte forma: Reino: Plantae, divisdo: Angiospermae, classe:
Dicotilenonae, subclasse: Archiclamydeae, ordem: Celastrales, subordem:
Celastrinea, familia: Celastraceae, sub-familia: Tripterygioideae, tribo:
Elaedendra, género: Plenckia; sub-género: Austroplenckia; espécie:
Austroplenckia populnea; variedade: beta ovata (PAES, 1993; FATIMA SILVA,
1990; RODRIGUES, 1989). Outra classificagcdo, também aceita, € a de
Croquist, em que coloca essa espécie na divisdo Magnophyta, classe

Magnoliopsida, subclasse Rosidae, ordem Celastrales, familia Celastracea. Por
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esse ultimo trabalho a nomenclatura cientifica adotada foi: Austroplenckia
populnea (Reissek) — Lundell (Celastraceae) (CRONQUIST, 1980).

A Austroplenckia populnea se caracteriza como uma arvore de casca
lisa com altura méxima de 10 m. A observacdo de seu tronco mostra que a
regido mais externa é vermelha e a regidao mais interna, amarela (LORENZI et
al., 1992). As suas folhas sao alternadas, serreadas, oblongas, pecioladas. As
flores sado esverdeadas ou amareladas, dispostas em cimeiras axilares ou
subterminais. Os frutos séo samaras grandes e pendentes, amarelas na parte
interna (LORENZI et al., 1992). Ha floracdo entre os meses de outubro a
novembro. ApGs o amadurecimento as samaras ressecam e adquirem uma
coloracdo amarelada. O comprimento destas varia de 2 a 5 cm, e a largura de
0,5a1,5cm. (MARTIUS et al., 1865) (Figura Ill.2).

Figura Ill. 2: a) A. populnea Reiss; b) Folhas de A. populnea Reiss; c) Tronco
de A. populnea Reiss
Austroplenckia populnea, bem como outros representantes da familia
Celastraceae, € encontrada no Cerrado brasileiro, principalmente nos estados
de Minas Gerais e Bahia. Esse habitat esta sujeito a queimadas em periodos
de seca (nos meses de julho, agosto e setembro). Além dessas, ha a
ocorréncia concomitante de queimadas provocadas de forma indiscriminada

pelo homem. Essa intervencédo coloca essa espécie em risco de extingao.

Estudos fitoquimicos apresentaram uma grande variedade de
metabodlitos secundarios encontrados com destaque numérico para 0S
pertencentes a classe dos triterpenos (ALVARRENGA & FERRO, 2006).
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A analise da casca da raiz forneceu cinco triterpenos pentaciclicos,
sendo dois friedelanicos: acido populnénico e acido 3-hidroxi-2-oxo-friedelan-3-
en-2-carboxilico e trés quinonametideos: dispermoquinona, pristimerina e 20 -
hidroxi-tingenona (RODRIGUES et al., 1989).

Trabalho com talos, folhas, cerne da raiz e casca do tronco identificou as
seguintes substancias, dos talos: dulcitol e sulfato de célcio; das folhas:
friedelinol, friedelina, sitosterol, dulcitol, sulfato de célcio, uma mistura de
taninos e sacarose; do cerne da raiz: acido populndénico, acido maitenfolico,

acido populninico, lapachol, lapachona e abruslactona A.

Da casca do tronco foi possivel obter: acido populnénico, &cido
epicaténico acido catonbnico, acido maitenfdlico, acido populninico, acido
populnilico, populnonato de metila, populninato de metila, dispermoquinona,
amirina, sitosterol, sitostenona, 3-O-D-glicosil, sitosterol, dulcitol, sulfato de
calcio, uma mistura de ésteres de acido graxos e sacarose. Esses trabalhos

utilizaram fragdes extraidas com solventes apolares (FATIMA SILVA, 1990).

Extratos de Austroplenckia populnea, bem como algumas substancias
isoladas, foram submetidos a ensaios bioldégicos nos quais puderam ser
encontradas as seguintes atividades: acdo analgésica (SEITO; MAZARO; Di
STASI; 2002), acdo anti-inflamatéria (ANDRADE, et al., 2006), acdo anti-
espermatogénica (VIEIRA FILHO et al., 2002), ag&o larvicida (BALZANI &
SCANDOLA, 1996), acdo moluscida (BARROSO, et al., 1984), acéo
antitripanosomicida (DUARTE, 2000).

Do extrato cloroférmico extrairam-se: lapachol e 3,4diidro p-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 presenca de acido populnilico (RAMAJAH et al., 1984 citado
por DE SOUSA,; SILVA; MIYAKOSHI, 2006), acido 3-hidréxi-2-oxofriedelan-3-
ene-20-R-carboxilico (DE SOUSA; SILV.; MIYAKOSHI, 2006) acido
maytenfolico e abruslactona A (NOZAKI et al., 1982 citado por DE SOUSA,
SILVA; MIYAKOSHI, 2006).
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No extrato etandlico, foram encontrados: abruslactone A e um epimero
em C3 foram identificados junto a outros triterpenos: 4cido 3-oxofriedelan-29a-
oico (acido populnilico) (MARINE-BETTOLO, 1974 citado por SILVA et al.,
1998), acido 3-hidroxi-2-oxofriedelan-3-en-29a-oico, acido 3b-hidroxiolean-12-
en-29a-oico (SOUSA et al., 1988 citado por SILVA et al , 1998) acido
epikatonico e acido 3-oxoolean-12-en-29a-oico (acido katononico) (SOUSA et
al., 1990 citado por SILVA et al., 1998).

Do extrato metandlico extraiu-se seis diferentes tipos de alcaloides
sesquiterpenos  piridinicos:  euonine, alatusinine, wilfordine, 2- O-
deacetileuonina, 7-O-deacetileuonina, e austronina (DE SOUSA; SILVA;
MIYAKOSHI, 2006).

A caracterizacdo fitoquimica da Austroplenckia populnea Reiss traz
novas possibilidades de uso terapéutico dessa espécie. Essa caracteristica,
somada a sua contribuicdo no seu ecossistema realca a importancia de se

preservar a espécie.

[11.3. Consideracdes gerais sobre cancer

Denomina-se cancer um conjunto de doencas que se caracterizam pelo
crescimento desordenado de células que invadem tecidos e 6rgaos. Esse tipo
de crescimento pode se desenvolver em tecidos e 6rgdos e podem se espalhar
para outras regiées do organismo, um processo chamado de metastase (INCA,
2012).

As causas do cancer podem ser internas ou externas, estando ambas
inter-relacionadas. Dentre as causas internas estdo hereditariedade,
envelhecimento. Os fatores ambientais sdo responsaveis de 80 a 90% dos
casos de cancer. Os mais frequentes estdo relacionados com tabagismo,
alcoolismo, habitos alimentares, habitos sexuais, infec¢do viral, medicamentos,
radiacdo solar e fatores ocupacionais. O surgimento do céancer depende da

intensidade e duracéo da exposicéo das células a esses fatores (INCA, 2012).
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Conhecido ha muitos séculos, o cancer € um importante problema de
saude publica em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (GUERRA et
al., 2005). No Brasil, estima-se a ocorréncia de 518.510 novos casos de cancer
para o ano de 2013. Os tipos mais incidentes serdo canceres de pele nao
melanoma, prostata, pulméo, célon, reto e estbmago para o sexo masculino; e
0os canceres de pele ndo melanoma, mama, colo do Utero, célon do reto e

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

Para o tratamento de determinados tipos de céancer, tem-se utilizado de
substancias de origem vegetal. Dois exemplos classicos sdo os alcaloides
vimblastina e a vincristina, extraidas da espécie Catharanthus roseus (L.) G.
Don, cuja utilizacdo clinica se aplica no tratamento de linfoma de Hodgkin,

sarcoma de Kaposi, cancer de ovario e testiculos.

[11.4. Ensaio de citotoxicidade

Para investigacdo de novos farmacos anticancerigenos de origem
vegetal, € comum associacdo de técnicas fitoquimicas de isolamento
associadas a screenigs biol6gicos automatizados. Uma das primeiras etapas
para esse tipo de investigacdo é a avaliacdo in vitro da atividade citotdxica de

extratos de vegetais.

A citotoxicidade de espécies da familia Celastraceae ja foi relatada por
alguns estudos. Dentre os géneros, 0 mais promissor, frente a essa atividade,
foi o género Maytenus sp. Algumas espécies apresentaram atividade citotéxica
em ensaios com linhagens celulares de adenocarcinoma de célon humano
(HT29) e carcinoma de células pulmonares humanas (NCIH460) (MONKS et
al., 2002). A espécie Maytenus ovatus Loes, forneceu, através de estudo
fitoquimico, a substancia maitansina, com alto potencial citotoxico, porém sem
valor clinico devido a sua capacidade in vivo de agredir células normais, além
das cancerigenas (CASSADY et al., 2004).

A espécie Salacia crassifélia (MART. ex. Schult) G. Dom.
(Celastraceae) foi submetida a testes de citotoxicidade in vitro frente as
linhagens MDA-MB-435 MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8 (c6lon-humano) e
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SF-295 (sistema nervoso central). As fracdes hexanica e de acetato de etila da
casca da planta proporcionaram citotoxicidade significativa (DE OLIVEIRA et
al., 2012).

Em teste de indugcdo da proliferacdo celular utilizando extrato de
samaras de Austroplenckia populnea, foi observado que o aumento da
concentragéo de proantocianidina A e 4’-O-metil-epigalocatequina nos extratos
nao apresentaram significativo impacto sobre as linhagens celulares
cancerigenas (MCF7, A549, HS578T), porém estes constituintes causaram
diminuicdo da proliferacdo celular sobre a linhagem de células normais
(HEK293) (CANESCHI, 2011)
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IV. MATERIAIS E METODOS

IV.1. Material botanico

Folhas de Austroplenckia populnea Reiss a foram coletadas na regido da
Serra do Curral, situada no Municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais, no ano
de 1998. A confirmacado da espécie foi feita por comparacdo com uma exsicata
depositada, sob o numero 10.473, no Herbario do Museu de Histéria 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 laboratério, ao ar livre, para término de
secagem. Posteriormente, o material foi submetido & fragmentagdo em moinho

de facas.

IV.2. Materiais para estudo fitoquimico

Nos processos de cromatografia em coluna (CC) utilizou-se silica gel 60
(70 a 230 mesh, 0,063 — 0,200 nm) Vetec®, em coluna de vidro de diametro
interno adequado para cada caso. Para a relacdo entre material vegetal a se
realizar a cromatografia e a quantidade de silica gel a ser usada na coluna,
adotou-se a proporcao de 1:40. Para as cromatografias em camada delgada
(CCD) usou-se silica gel 60 GF 254 nm, Carvalhaes®, sobre placas de vidro de
3 x10 cmoude 10 x 10 cm.

IV.2.1. Reveladores

Como reveladores, foram utilizados vapor de iodo, luz ultravioleta (254
nm), solugéo (1:1) de vanilina a 1% em etanol com solucdo de &cido perclorico
a 5% em &gua destilada, solugdo de sulfato cérico (5g em 94 mL de agua
destilada e 6 mL de acido sulfurico) ou solucdo de permanganato de potassio
alcalina (0,5 g de permanganato de potassio em 100,0 mL de hidroxido de
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soédio 1 mol/L). Para estes trés ultimos reveladores, depois de borrifadas, as

placas cromatogréficas foram submetidas a aquecimento a 105°C.

IV.2.2. Solventes

Os solventes utilizados foram: hexano P.A. Impex® (Hex), acetato de
etila P.A. ACS Impex® (AcOEt), alcool metilico (MeOH) UV/espectroscopico

Vetec®.

IV.2.3. Equipamentos

IV.2.3.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD analitico)

Em equipamento da marca Shimatzu, utilizou-se coluna Phenomenex
Luna C-18, 250 X 4,6 mm, 5 um, em gradiente crescente de metanol
[MeOH:agua (1:1) até MeOH 100%], em 30 minutos, com mais 8 minutos de
MeOH 100% para limpeza da coluna e 7 minutos para retornar a condi¢do
inicial MeOH:agua (1:1), com fluxo de 0,8 mL/minuto.

IV.2.3.2. Condi¢Bes da analise CLAE-DAD semi-preparativo

O equipamento utilizado para realizar a cromatografia liquida de alta
eficiéncia foi da marca Shimatzu com modulo de separacdo modelo CBM-20A,
degaseificador DGU-2023, bomba LC-6AD, detector DAD SPD-M20A.

Utilizou-se coluna Phenomenex Luna C-18, 250 X 10 mm, 10 um, em
gradiente crescente de metanol [MeOH:4gua (1:1) até MeOH 100%], em 30
minutos, com mais 8 minutos de MeOH 100% para limpeza da coluna e 7
minutos para retornar a condicdo inicial MeOH:4gua (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 CHCI; e , posteriormente, foi

submetida a analise em Cromatografia Gasosa nas seguintes condic¢des:
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- Temperatura no injetor de 200 °C e na interface de 250 °C;

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

- O fluxo do gés foi de 3,0 mL/min.

- A faixa de andlise por espectrobmetro de Massas foi de 500 a 900

Daltons.

IV.2.3.4. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H (100 MHz, CDCls, ¢) e de *C (400 MHz,
CDCls, ) foram obtidos em espectrometro Bruker® AVANCE DRX-400 ou em
Briker® AVANCE DPX-200 MHz, do Laboratério de Ressonancia Magnética
Nuclear de Alta Resolucdo (LAREMAR) do Departamento de Quimica, ICEX,
UFMG.

IV.3. Obtencéo de extratos

As folhas secas depois de fragmentadas foram submetidas a processos
de extracdo continua em aparelho de Soxhlet usando inicialmente hexano
como solvente extrator. Ao término desta extragdo, o residuo vegetal (torta) foi
submetido & secagem em estufa a 37 °C e posteriormente recolocado na
camara do aparelho de Soxhlet para ser submetida a nova extracdo. Este
mesmo procedimento foi adotado para os demais processos de extracdo nos
quais se usou sequencialmente cloroférmio, acetato de etila e finalmente,

etanol como solventes extratores (Figura IV.1).

Ao término de cada processo de extracdo o solvente utilizado foi
separado do correspondente extrato, com auxilio de um evaporador rotatério, a

pressdo reduzida e mantendo-se a temperatura situada entre 40 e 50 °C.
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Falhas de
Austroplenckia populnea
secas e trituradas

1-BExtragio com haxino
2-Remogao do solvente

=5

1-Secagen em esiufa a 37 'C
Z-Extragdo com clorafirmio
FRemo¢io do solvente

Extrato |

FAFPEC

1-Secagen em estufa a 37 °C
2-Extracdo com acelalo de elila
3-Remogdo do solvente

Extrato
acetato etilico Torta 3 I

FAPEAE 1-Secagen em estufa a 37 °C
2-Exftracho com metanal
3-Remocdo do solvente

Extrato
metandlico | Torta 4

FAFPEM

Figura IV.1: Fluxograma de etapas para obtencdo dos extratos de
folhas de A. populnea.

IV.3.1. Extrato hexanico

O extrato hexanico foi submetido a testes de solubilidade com os

seguintes solventes: cloroformio (CHCI3), acetona, acetato de etila (AcOEt) e
metanol (MeOH) (Figura 1V.2).
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Folhas de Austroplenckia
populnea secas e trituradas

Extracdo com hexano

Extrato

hexanico Torta
AP1

Teste de
solubilidade

oroféermio cetona Acetato de etila Metanol
mm [ (AP3) [ (AP4) ] [ (AP5) ]
[ Sol Ilnsol ][ Sol Ilnsol] Sol | Insol ] Sol | Insol
AP2s A AP2i AP3s A AP3i AP4s | AP4i APS5i

Sol= soluvel
Insol= insolUvel

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

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 insolivel em

metanol (AP5i) atingiu essas caracteristicas comuns.

IV.3.2. Fracionamento da amostra Apb5i

Ao se adicionar acetato de etila a amostra AP5i, parte dela se
mostrou solavel e outra parte se precipitou. Uma massa de 35,21 mg dessa
amostra foi filtrada com acetato de etila em papel de filtro a vacuo. Separou-se,
entdo, o precipitado (AP5il), com massa igual a 21,95 mg, do sobrenadante
em AcOEt (AP5i2), sendo que o ultimo apresentou 10,88 mg. ApGs secagem
em temperatura ambiente, a amostra AP5i2 se caracterizou pela presenca 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 sensiveis a
revelacdo em luz ultravioleta (UV) 254 nm em cromatografia em camada
delgada (CCD) com silica gel GF 60 254 nm. Foram utilizados diclorometano e
acetato de etila (1:1), como fase movel. Durante a revelacédo, observou-se, em
UV (254 nm), uma mancha de fator de retencao (Rf) igual a 0,8 e outra mancha
no ponto de aplicacdo 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).

AP5i
(35.21 mg)

1) Adigdo de acetato de etila
2) Filtragdo

Ppt (AP5i1) Sobrenadante (AP5i2)
(21.95 mg) (10.88mg)

CCD preparativa
R
AP5i21
L (9.32mg)

RMN'H

RMNBC

Figura IV.3: Fluxograma de métodos de isolamento e caracterizacao
da amostra AP5i21
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IV.3.2.1. Separacdo da amostra Ap5i por coluna com silica gel

A amostra AP5i foi particionada em: Hex, AcCOEt e MeOH (Figura 1V.4)

‘ APJSI \

Hexano

‘ AP5I \ ‘ \
Sol. hexano Ppt 1

Acetato de etila

AP5i sol
‘emAcEt \ Ppt 2

Metanol
—

APSi
Sol. MeOH
-

Figura IV.4: Fluxograma da particdo da amostra AP5i

As amostras AP5i sol. Hex, AP5i sol. em AcOEt, AP5i solivel 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 resolucdo, em relagdo a misturas mais polares, e fatores de

retencao (Rfs) de valores préximos a 0,5.

Para o preparo da coluna filtrante de silica gel, pesou-se 10,28 mg da
amostra AP5i e submeteu essa massa a coluna cromatografica usando 4100
mg de silica gel 60 (230-400 Mesh) (40 vezes a massa da amostra) e 0s
eluentes hexano (Hex), acetato de eltila (AcOEt) e metanol (MeOH) puros e em
misturas de polaridades crescentes (Tabela 1). Foram recolhidas 27 fragbes no
total, de 10 mL cada. O andamento da coluna foi acompanhado por CCDC e as
fracbes agrupadas de acordo com o0s resultados observados nas

cromatoplacas.
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Tabela IV.1: Relacéo entre fracbes da coluna e fase movel utilizada

em suas eluicdes

Amostra Fase movel (10 ml cada)
AP5icl Hex 100%
AP5ic2 Hex 100%
AP5ic3 Hex: AcOEt (9:1)
AP5ic4 Hex: AcOEt (9:1)
AP5ic5 Hex: AcOEt (9:1)
AP5ic6 Hex: AcCOEt(9:1)
AP5ic7 Hex: AcOEt (8:2)
AP5ic8 Hex: AcOEt (7:3)
AP5ic9 Hex: AcOEt (7:3)
AP5ic10 Hex: AcOEt (7:3)
AP5icll 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 fragbes que apresentaram manchas bem delimitadas e com fatores

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

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

e foram submetidas a cromatografia liquida acoplada a espectrdmetro de

massas.
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IV.3.2.1.1. Fragbes AP5IC5 E AP5iC6

As fracdes AP5ic5 e AP5ic6 foram reunidas pela similaridade de seus
perfis cromatograficos em CCDC de fase movel Hex: AcOEt (9:1), revelada em
vanilina sulftrica. 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 a analise em cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

massas.

IV.3.2.1.2. Fragédo AP5iC7

A amostra AP5ic7 foi analisada primeiramente em CCDC de fase movel
Hex:AcOEt (9:1). Ao se revelar em vanilina sulfarica, 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 liquida acoplada a espectrometria de massas.

IV.3.2.1.3. Fragéo AP5iC11

A fracdo AP5icll foi submetida a cromatografias analitica em camada
delgada em fases mdveis diferentes apresentando apenas uma mancha em
todos os casos. Na fase mével Hex:AcOEt (1:1), revelada em vanilina sulftrica
apresentou uma mancha de Rf igual a 0,9. Amostra foi submetida a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.

IV.4.Extrato etandlico bruto (FAPEEB)
IV.4.1. Particdo do extrato etandlico bruto (FAPEEB)

O extrato etandlico bruto de folhas de Austroplenckia populnea
(FAPEEB) foi particionado em duas fragcfes: fracdo hexanica (FAPEEBFrH) e
fracdo ndo hexanica (FAPEEBFrnH).
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Uma massa correspondente a 11,11g de FAPEEB foi solubilizada em
150 ml de uma mistura de metanol e agua em uma proporcao de 7:3. Essa
mistura foi colocada em equipamento de ultrassom por 5 minutos para auxiliar
na solubilizacdo da amostra. A solucdo obtida foi colocada em um funil de
separacao, onde se adicionou 50 mL de hexano. Houve separacdo de duas
fases no funil, fase hexéanica e n&o hexanica, que foram coletadas
separadamente. A adicdo 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 a fracdo ndo hexanica. Em todos
0s casos houve acentuada formacdo de espuma, dificultando a visualizacéo

das fases. Optou-se por ndo prosseguir a particdo dessa fracao.

Amostras de FAPEEB, FAPEEBFrH e FAPEEBFrnH foram,

preliminarmente caracterizadas através da marcha fitoquimica.

Amostras de FAPEEBFrH e FAPEEBFrnH ofereceram fragcées ainda

mais refinadas apos a realizacdo de cromatografia em coluna.

FAPEEB
(11,11g)

Particdo
MeOH:H,O(7:3)/Hexano

Fragdo Hexanica Frag@o ndo Hexanica
0,2643g 10,51g

Coluna cromatografica

Fracdes Fracdes
FAPEEBFrH FAPPEEBFrnH

Figura IV.5: Fluxograma de obtencéo de fragcOes a partir do extrato
etandlico bruto (FAPEEB)
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IV.4.2. Prospeccéo fitoquimica

Apoés a particdo do extrato etandlico bruto, tanto o extrato quanto suas
fragcbes foram colocados em rotaevaporador para eliminacdo dos solventes.
Nessas amostras foi pesquisada a presenca metabdlitos secundarios através
de cromatografia em camada delgada, utilizando reveladores adequados para

cada classe de metabodlitos.

IV.4.2.1. Compostos fendlicos

A presenca de fendlicos gerais pesquisada por cromatografia em
camada delgada revelada com uma mistura de solucdes de ferrocianato de
potassio, KzsFe(CN)g, a 1% e cloreto férrico (FeCls) a 2%. Volumes iguais de
cada solucdo foram misturados e aspergiu-se sobre a placa onde foram eluidas

as amostras.

IV.4.2.2. Flavonoides

A pesquisa de flavonoides foi realizada através da revelacdo de
cromatoplaca utilizando como revelador uma solugéo de éster B-aminoetilico do
acido difenil bérico a 1% em metanol e polietilenoglicol 4000 a 5%. O teste foi
considerado positivo com o desenvolvimento de fluorescéncias amarelas e

verdes.

IV.4.2.3. Antrandides e cumarinas

Para investigacdo de antrandides e cumarinas, na cromatoplaca eluida
com as amostras foi aspergida solucdo de hidroxido de potassio a 5% em

metanol. Apos secagem da placa, ela foi observada sob luz visivel € UV3gsnm.

A reacédo foi considerada positiva nas seguintes situacdes: sob a luz
visivel, antraquinonas desenvolvem coloragdo vermelha; sob a luz UV3esnm,

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

A presenca de saponinas foi realizada através da revelacdo da
cromatoplaca por solucédo de anisaldeido em acido sulfarico. Apds aspergir o
reagente, a paca foi aquecida a 105 °C por 10 minutos. O aparecimento de
manchas azuis ou azul violeta se caracteriza como indicativo da presenca de

saponinas.

IV.4.2.5. Terpenos e esteroides

Os terpenos e esteroides foram pesquisados por revelagdo de
cromatoplaca como o0 reagente de Libermann-Burchard. Apds borrifar e
aquecer a placa a 105°C por 10 minutos, observou-se a placa no visivel e no
UV365nm-

Manchas escuras no visivel ou fluorescéncia no UVszesnm indicam

presenca de esteroides, terpenos e saponinas.

IV.4.2.6. Alcaldides

A presenca de alcaloides foi pesquisada por reacdes de precipitacdo
com o0s seguintes reagentes: Dragendorff, Mayer, Bouchardat e Bertrand.

Também foi realizada cromatoplaca revelada com reagente de Dragendorff.

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

populnea

Os testes de atividade antiproliferacdo de células 4T1 (ATCC®
CRL2539™) isoladas de tumor de mama de ratos foram realizados pelo Prof.
Dr. Daniel Cristian Soares da Universidade Federal de Itajuba, 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 CO, (5%
CO, — Cole Parmer) com atmosfera umida a 37 °C em meio de cultura
Dulbecco’s eagle modified medium (DMEM) acrescido de bicarbonato de sodio
(3,7 g/L), penicilina (5.000 unidades/mL) e 10% p/p de soro fetal bovino estéril.
Apés as células atingirem 80% de confluéncia, foi conduzido o subcultivo para
amplificacdo e experimentagdo. Para o0s experimentos, as células foram
lavadas com solucdo tampdo PBS pH 4,7 e desprendidas da superficie da
garrafa de cultura com 1 mL de uma solucédo 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 suspensao de células foi transferida para um tubo Falcon de
10 mL.

Os ensaios de viabilidade metabdlica foram executados, para avaliar-se
a eficacia do tratamento empregado, utilizando-se o ensaio de MTT [brometo
de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil-2,5-difenil)-2H-tetrazoélio]. Este composto € um sal de
coloracdo amarelada, capaz de captar elétrons em uma reacao de oxirreducao,
formando um precipitado insolivel de coloracdo roxa, denominado Formazan,
gque apresenta absorbancia no espectro de ultravioleta a 570 nm. Na presenca
de células metabolicamente ativas, o MTT é capaz de captar elétrons da cadeia
transportadora de elétrons, dentre outras reacdes de oxirreducdo. A
determinacdo da absorbancia a 570 nm do produto formado (Figura IV.6) &
uma medida da viabilidade metabdlica celular, sendo as duas grandezas
diretamente proporcionais (MORGAN, 1998).

+NADH > " + NAD*
\ s\
N

/

W T

MTT Formazan

Figura IV.6. Reacdo de oxireducdo do MTT em células

metabolicamente ativas.
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As células 4TI, 500 células por poco, foram semeadas em placas de
cultura de 96 pocos e incubadas por 24 horas para aderéncia. Apds exposi¢ao
por 48 horas de tratamento com extratos e fragdes de Austroplenckia populnea,
as células foram submetidas a solucdo de MTT 0,5 mg/mL por 4 horas, onde a
viabilidade metabdlica foi avaliada por espectrofotémetro (infravermelho a 570
nm), apos solubilizacdo do produto formado em 100 pL de dimetilsuféxido
(DMSO) em cada poco. A técnica de microscopia Otica foi empregada para
avaliacdo morfologica das células 4T1, antes e ap0s a exposicao a crescentes
que variavam de 10® a 1 molar (M).

Foram testadas amostras com as seguintes especificacdes: 1) Extrato
etandlico de folhas de Austroplenckia populnea (FAPEEB) e suas fragdes: 1.1)
Fracdo hexéanica do extrato etandlico de folhas de Austroplenckia populnea
(FAPEEBFrH) e (1.2) Fracdo ndo hexanica do extrato etanodlico de folhas de
Austroplenckia populnea (FAPEEBFrnH). A quarta a mostra avaliada foi a
amostra (2) Extrato metandlico obtido na figura IV.1 de folhas de

Austroplenckia populnea (FAPEM)

IV.5.1. Determinac¢do da concentracéo inibitoria 50% (ICsp)

As concentracfes de extratos e fracdes de Austroplenckia populnea
necessarias para inibir 50% do crescimento celular (ICso) foram determinadas
in vitro frente células tumorais 4T1 tumor de mama de rato apGs 48 horas,

empregando o mesmo procedimento acima descrito.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO
V.1. Extrato hexanico
V.1.1. Obtencdo 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 (AP5il), obtendo-se o precipitado, a amostra
AP5i2. Apdés secagem dessa Ultima, obteve-se 10,88 mg. Essa amostra foi
submetida & analise 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,
sollvel em CHCIs, CH,Cl,, AcOEt, MeOH.

A amostra foi submetida & espectroscopia de RMN de *H e *C, DEPT e
bidimensional. Através dessa analise foi possivel atribuir os tipos de carbonos e

suas funcdes organicas associadas.

O RMN 1H forneceu sinais de 0,86 a 6,71, com multipletos préximos aos
sinais em 1,2; 1,3 e 1,6 atribuidos mais de um grupo vicinal de hidrogénios.
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Tabela V.1: Comparagdo com os valores de deslocamento quimico (dy),

multiplicidade e valores de constante de acoplamento (J) do
espectro de 'H (CDCls, 100 MHz) de AP5i21 com os valores

encontrados na literatura

Multiplicidade | Multiplicidade Werner Herz
Hidrogénios | &y (ppm) (J em Hz) (J em Hz) (1977)
Werner Herz
(1977) 4 (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) 1’31/;’4/ 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 quimicos (anexo 3):
5c11,63(CHs); & 19,26 (CHs); & 19,35 (CHo); & 26,56 (CH,); & 27,65 (CHy);
&c 34,184 (CH.); & 36,13 (CH); & 36,22 (CHy); & 38,58 (C); & 40,44 (CH); &
44,47 (CHy); & 44,90(C); & 48,19 (CH); & 72,39 (CH); & 72,71(CHp); &
73,23 (CHy); & 134,45(CH); & 139,23 (C); & 169,92 (C=0); & 176,74 (C=0).

Esses dados estédo listados da Tabela 2. Observou-se a presenca de dois

carbonos metilicos (CH3), oito carbonos metilénicos (CHy), cinco carbonos
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metinicos (CH) e dois carbonos carbonilicos (C=0) com sinais caracteristicos

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

A andlise dos dados obtidos nos espectros sugeriu uma molécula
pertencente a classe dos dieterpenos clerodanos. Comparando os valores
encontrados nos sinais de RMN de **C com dados da literatura encontram-se
valores bastante proximos aos atribuidos 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 *H

e de °C.

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

molecular C,0H2305 com massa molar igual a 348,43 g.
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Tabela V.2: Comparacdo com os valores de deslocamento quimico (&) do
espectro de *C (CDCl;, 400 MHz) de AP5i21 com os valores

encontrados na literatura

o Werner Herz | Januéario
Carbono | Atribuicao oc (1977) (2004)
1 CH, 19,35 194 19,3
2 CH, 27,64 27,6 27,6
3 CH 134,45 139,2 135,1
4 C 139,23 134,7 139
5 44,90 44,9 449
6 CH 40,44 40,5 40,40
7 CH 72,39 72,21 72,3
8 CH, 40,47 40,5 40,40
9 C 38,56 38,4 38,3
10 CH 48,19 48,3 48,1
11 CH, 36,22 36,2 32,2
12 CH, 26,56 26,5 26,5
13 CH 36,13 36,1 36,1
14 CH, 34,18 34,6 34,7
15 C 174,74 176,6 176,9
16 CH, 73,23 73,1 73,3
17 CHs; 11,63 11,9 12
18 CHs 19,26 19,1 19,3
19 CH, 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 biologicas. Estudos fitoquimicos confirmaram a

presenca dessas substancias nas familias 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 antifingica, antibacteriana de repeléncia de
insetos e anti-hemorragica (OBERLIES et al. , 2002; VIEGAS JUNIOR, 2002).
Nas espécies da familia Celastraceae, até o presente momento, ndo foram

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

Figura V.2: Esqueleto basico de um diterpeno clerodano

V.1.2. FragOes AP5ic5 e AP5ic6

Das fragbes 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 liquida de alta eficiéncia
acoplado a detector de massas. O banco de dados do equipamento (NISTI)
atribuiu com 95 % de similaridade a presenca de friedelina (34,553 min.) e -
friedelinol (33,151) para a amostra AP5ic5.1.

Figura V.3: Estrutura molecular de friedelina (A) (C3oHs00, 226,717 g/mol)

41



Resultados de Discussao

(X1 IO

"
1

ﬁsa

5.261
21 648

=19 070
]
» E_}'H 141

n
|
=

=
.
e
=
e

Figura V.4: Cromatograma da amostra AP5ic5.1, obtido em
cromatografia gasosa. Pico em 34, 653 correspondente a

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 presenca de B-friedelinol
com 96% de similaridade atribuida ao pico 34,23. O pico em 27,81 foi atribuido,

com 83% de similaridade, a presenca de lupeol.

Figura V.5: Estruturas quimicas de friedelina (A) (CsoHs00, 226,717
g/mol), B-friedelinol (B) (C3oHs520, 228,733 g/m) e lupeol (C3oHs500;
426,717 g/mol).

42



Resultados de Discussao

Figura V.6: Cromatograma da amostra APS5ic5.2, obtido em cromatografia
gasosa. Pico 1, em 34,235, correspondente a friedelina e pico 2,

em 21,647, correspondente ao lupeol

V.1.3. Fragao APS5ic7

A amostra AP5ic7 foi submetida a andlise em CCDC com fase movel
Hex:AcOEt (10:1). Ao se revelar em vanilina sulfurica, observou absorcfes 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 liquida de alta eficiéncia acoplado
a detector de massas. Ambas apresentaram um perfil semelhante, com picos
em 34,12, indicando, com 96% de similaridade, a presenca de B-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) B-friedelinol
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Figura V.8: Cromatograma da amostra APS5ic7.4, obtido em cromatografia

gasosa. 1) friedelina; 2) B-friedelinol

Os resultados obtidos para as subfracbes AP5ic5-6 e AP5ic7

aprontaram a presenca das mesmas substancias majoritarias.

V.1.4. Fracdo AP5icll

A fracdo AP5icll foi submetida a cromatografias analitica em camada
delgada em fases mdveis diferentes apresentando apenas uma absorcdo em
todos os sistemas eluentes. Na fase mével Hex:AcOEt (1:1), revelada em
vanilina sulfurica apresentou absorcdo de Rf igual a 0,923. Amostra foi
submetida a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a detector de

massas.

No cromatograma a seguir, observa-se a presenca de picos em: 27,017
minutos, nao reconhecido pelo banco de dados do equipamento; 34,11
oferecendo 94% de similaridade com B-friedelinol; outro pico em 34,617 com

86% de similaridade com friedelina.
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Figura V.9: Cromatograma da amostra AP5icll, obtido em cromatografia

gasosa. 1) friedelina; 2) B-friedelinol

Os picos em 6,86 e 19,06 presentes em todas as amostras submetidas a
CG-EM caracterizam a presenca de ftalato, um contaminante comum de se

encontrara em solventes.

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

V.2.1. Particdo do FAPEEB

Uma massa correspondente a 11,11 g de extrato etandlico de folhas de
Austroplenckia populnea (FAPEEB) foi particionando obtendo-se 0,2643 g de
fracdo hexéanica (FAPEEBFrH) e 10,51 g de fracdo ndo hexanica
(FAPEEBFrnH).

V.3. Prospeccéo fitoquimica

Na Tabela V.2, estdo presentes os resultados obtidos para prospecc¢ao
fitoquimica do extrato etandlico de folhas de Austroplenckia populnea
(FAPEEB) e suas fragbes hexanica (FAPEEBFrH) e n&o hexanica

(FAPEEBFrnH).
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Tabela V.3: Avaliacéo da presenca dos principais metabdlitos secundarios no

extrato etandlico bruto de folhas de Austroplenckia populnea e suas fracbes

Metabolitos secundérios
Amostra F FV C S T E A
FAPEEB + + - + + + -
FAPEEBFrH - - - + + + -
FAPEEBFmH | + + - + + - -

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

T = Terpenos, E = Esteroides, A = Alcal6ides

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

A partir dos resultados da tabela acima, foi possivel identificar a
presenca de flavonoides, saponinas, terpenos, fendlicos e esterbides no extrato
etandlico. Observou-se também, a auséncia de cumarinas e alcaloides. No
entanto, observa-se que a presenca dos esteroides e terpenos na fracéo
hexanica (FAPEEBFrH). J4 na a fracdo ndo hexanica (FAPEEBFrnH), pode-se
observar a presenca de terpenos, entretanto esses terpenos podem conter em
suas moléculas algumas func¢des organicas que Ihes conferem menor afinidade
e solubilidade em hexano; por isso observa-se a presenca dessa classe em

ambas fracoes.

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

populnea

A diferentes substancias isoladas de Austroplenckia populnea ja foram
atribuidas atividade antitumoral (GONZALEZ et al., 2000) Em funcéo disso, as
amostras FAPEEB, FAPEEBFrH, FAPEEBFrnH e FAPEM foram submetidas a
testes de citotoxicidade frente a células de 4T1 (Anexo 8), originarias de tumor

de mama de ratos.

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

lavadas, contadas e colocadas em placas de 96 pocos onde crescentes
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concentracfes de adicionadas, de modo a obter uma curva que relaciona o
percentual de morte de células versus log da concentracdo 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 ICso: FAPEEB 0,008025mg/ml;
FAPEEBFrH 0,003671 mg/mL; FAPEEBFrnH 0,001135mg/mL; FAPEM 0,1047
mg/mL

Tabela V.4: Relacado entre as amostras analisadas e ICsg

Amostra ICs0

FAPEEB 0,008025 mg/ml
FAPEEBFrH 0,003671 mg/mL
FAPEEBFrH 0,001135 mg/mL

FAPEM 0,1047 mg/mL

V.4.1. Avaliacdo do extrato etanodlico bruto das folhas de A. populnea
(FAPEEB)

Foram avaliadas 10 amostras de extrato etandlico de folhas de
Austroplenckia populnea nas concentracdes relacionadas na Tabela V.4. Apos
48 horas, cada concentracdo foi submetida a leitura em espectrofotdbmetro 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 possivel estabelecer uma curva
Normal e, posteriormente, valor da ICsp. O extrato etandlico de folhas de
Austroplenckia populnea, frente as células 4T1 de tumor de mama de rato
apresentou ICso igual a 0,008025mg/ml. O ajuste da curva permitiu um R? =
0,987 e graus de liberdade igual a 46 (Figura V.12).
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Tabela V.5: Relacao entre o log da concentracdo da amostra FAPEEB e

a porcentagem de sobrevivéncia celular

Log [ FAPEEB
9l ] % de sobrevivéncia de células

(em mg/mL)
Amostral Amostra2 Amostra3 Amostra4 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

HH

1001

501

% de morte celular

|
[] n
10°® 10° 10+ 107 10°
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Figura V.10: ICso da amostra FAPEEB em células 4T1-48 h
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V.4.2. Avaliacéo da fragdo hexéanica do extrato etandlico bruto das folhas
de A. populnea (FAPEEBFrH)

Foram avaliadas 9 amostras de fracdo hexanica de extrato etandlico de
folhas de Austroplenckia populnea nas concentracdes relacionadas na Tabela
V.5. Apés 48 horas cada concentracdo foi submetida a leitura em
espectrofotdbmetro por cinco vezes para que fosse calculada a porcentagem de
células de tumor de mama de Murino 4T1 que sobreviveu (Tabela V.5).

A fragdo ndo hexénica do extrato etandlico bruto de folhas de
Austroplenckia populnea, frente as células 4T1 de tumor de mama de rato
apresentou ICso igual a 0,003671 mg/mL. O ajuste da curva permitiu um
R?=0,9931 e graus de liberdade igual a 46 (Figura V.13).

Tabela V.6: Relac&o entre o log da concentragédo da amostra FAPEEBFrH e a

porcentagem de sobrevivéncia celular

Log [ FAPEEBFrH
gl ] % de sobrevivéncia de células

(em mg/mL)
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: ICso da amostra FAPEEBFrH em células 4T1- 48 h

V.4.3. Avaliacdo da fracdo ndo hexéanica do extrato etandlico bruto das
folhas de A. populnea (FAPEEBFrnH)

Foram avaliadas 10 amostras fracdo ndo hexanica de extrato etandlico
de folhas de Austroplenckia populnea nas concentracfes relacionadas na
Tabela V.6. Cada concentracdo foi submetida a leitura em espectrofotdbmetro
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 fracdo ndo hexanica do extrato etandlico (FAPEEBFrnH) de
folnas de Austroplenckia populnea, frente as células 4T1 de tumor de mama,
encontrou-se valor de ICsg igual a 0,001135 mg/mL. O ajuste da curva permitiu
um R?=0,9931 e graus de liberdade igual a 46 (Figura V.14).
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Tabela V.7: Relac&o entre o log da concentracdo da amostra FAPEEBFH e a

porcentagem de sobrevivéncia celular

Log [ FAPEEBFrnH]

% de sobrevivéncia de células

(em mg/mL)
Amostral Amostra2 Amostra3 Amostra4 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

% de morte celular

501

-

10"

Concentragcdo [mg/mL]

107

Figura V.12: ICso da amostra FAPEEBFrnH em células 4T1- 48 h
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V.4.4. Avaliacdo do extrato metanolico das folhas de A. populnea
(FAPEM)

Foram avaliadas 7 amostras de extrato metanolico de folhas de
Austroplenckia populnea nas concentracgdes relacionadas na Tabela V.7. Cada
concentracdo foi submetida a leitura em espectrofotdbmetro 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 etandlico de folhas de Austroplenckia populnea, frente as
células 4T1 apresentou ICsp igual a 0,1047 mg/mL. O ajuste da curva permitiu
estabelecer um R?*=0,9986 e graus de liberdade igual a 31 (Figura V.15).

Tabela V.8: Relacao entre o log da concentracdo da amostra FAPEM e

porcentagem de sobrevivéncia celular

Log [ FAPEEBFrnH]
% de sobrevivéncia de células

(em mg/mL)
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 2,45 341 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
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Figura V.13: ICso da amostra FAPEM em células 4T1-48 h

Ao se comparar os valores de ICsy entre 0s extratos analisados,
verificou-se que extrato etandlico bruto possui um potencial citotoxico 13 vezes
maior que o extrato metandlico (Figura V.16) Esse potencial esta diretamente
relacionando com a presenca de determinadas classes metabdlitos
secundarios, dentre as quais se podem destacar as mais importantes que
apresentam essa atividade ja descrita na literatura, que sao: diterpenos,
sesquiterpenos, taninos e flavonoides (MONKS et al.,, 2002). Neste sentido
sugere-se que componentes dessas classes de metabdlitos estejam presentes
no extrato etanodlico e possivelmente estao relacionadas aos resultados obtidos

e observados.
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Figura V.14: ICs, de células 4T1 submetidas a teste de citotoxicidade com a
as amostras FAPEEB, FAPEEBFrH, FAPEEBFrnH e FAPEM,
apos 48 h.

Pela andlise dos resultados obtidos para ICso em 48h, das fracdes do
extrato etandlico, ambas as fracfes apresentaram atividades citotoxicas sendo
observada maior potencial na fracdo ndo hexanica. Essa fracdo, por apresentar
metabdlitos secundarios com carater polar mais acentuado, provavelmente
possui em sua composicdo substancias classificadas nas classes de
flavonoides, taninos, fendlicos que podem estar relacionadas diretamente a
acado observada. Alguns fatores podem apresentar-se favoraveis a acdo de
substancias dessas classes e caracteristicas mais polares como, por exemplo,
a facilidade de solubilizacdo e consequentemente melhor disponibilidade no

meio para interagir com as células avaliadas.

Os resultados obtidos para o teste de citotoxicidade com a fragdo n&o
hexanica podem ser atribuidos, em parte, pela presenca de compostos
fendlicos, uma vez que ja foram descritos e atribuidas, na literatura, essa
atividade para os flavonoides (HUANGA, 2013; YOSHIDA et al., 1990).

Neste sentido, Kim e colaboradores (2013), observaram o crescimento e
atividades biologicas provocadas por células cancerosas 4T1 de mama de
murino na presencga do flavonoide quercetina. Essa substancia mostrou inibigdo

dose dependente no crescimento celular e a apoptose induzida em células 4T1.
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Através desse estudo foi possivel garantir que a quercetina exerce sua
atividade anticancer através da regulacdo negativa da atividade de sinalizagédo
Wnt/B-catenina. Estes resultados indicam pela primeira vez que a quercetina
diminui a viabilidade celular e induz a apoptose em células de cancer mamario
de murino, o qual é possivelmente mediado pela inibicdo DKK-dependente da
via de sinalizagdo Wnt/B-catenina. A quercetina tem um grande valor potencial
como agente quimioterdpico para tratamento do céancer, principalmente o
cancer de mama controlado pela atividade de sinalizacdo Wnt/B-catenina (Kim
et al., 2013).

A atividade citotoxica observada na fracdo ndo hexanica esta
relacionada com a presenca de metabdlitos secundarios de natureza apolar,
bem como pela interacdo entre essas substancias. Na prospeccéo fitoquimica
detectou-se a presenca de terpenos, uma classe de metabdlitos cujo potencial
citotoxico é bastante conhecido (VECHIA, GNOATTO & GOSMANN, 2009). No
refinamento de fragbes hexéanicas isolou-se friedelina, B-friedelinol e lupeol,
substancias que apresentaram atividade citotoxica em outros estudos (ZHENG,
1994).

Nas condi¢cdes deste ensaio de citotoxicidade os extratos e fracdes 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 ICs, bastante baixos. Esses resultados
reforcam a necessidade de se investigar e conhecer melhor os metabdlitos
bioativos encontrados nas folhas de A. populnea, bem como suas atividades
biologicas. Pois as folhas e raizes desta planta sdo consumidas sob a forma de
decoccgéo para o tratamento de doencas como disenterias e reumatismo, iSso
gera a necessidade de estudos sobre a seguranca do uso desta planta na

medicina popular.
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VI. Conclusao

VI. CONCLUSAO

Este estudo gerou resultados que contribuem para melhor conhecimento
e compreensao da utilizacdo popular desta planta. A deteccdo da presenca do
diterpeno isolado pode abrir novas frentes de estudo fitoquimico e aplicacéo
terapéutica desta espécie, devido ao amplo espectro de atividades biologicas
apresentados por essa classe de metabdlito secundario. O que pode ser
observado nos resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade dos extratos e
fracOes 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 ja se

apresenta com grande potencial promissor terapéutico.
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VIII. ANEXOS



Espectros da amostra AP5i21
(Anexos 1 a7)
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Anexo 1: Espectro de RMN'H de AP5i21 (CDCls, 400 MHz)
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Anexo 2: Espectro de RMN de *H da amostra AP5i21, (CDCls. 400 MHz) com

expansdes
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Anexo 3: Espectro de RMN *3C da amostra AP5i21(CDCl3/CsDsN; 100 MHz).
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Anexo 4: DEPT da amostra AP5i21 (CDCls. 400 MHz)
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Anexo 5: HSQC da amostra AP5i21 (CDCls. 400 MHz)
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Anexo 6: HMQC da amostra AP5i21(CDCls. 400 MHz)
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Anexo 7: HMQC da amostra AP5i21 (CDCls. 400 MHz)



Anexo 8



iy

ATCC

4T1 (ATCC® CRL-2539™)

@ Description

Organism: Mus musculus, mouse

Strain: BALB/cfC3H

Tissue: mammary gland

Disease: This fumoris an animal stage IV human breast cancer.
Morphology: epithelial

Growth Properties: adherent

Please read this FIRST

Ilquui nitrogen
vapor
temperature

AN T

Intended Use

This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.

Complete Growth Medium

The base medium for this cell line is ATCC-formulated
RPMI-1640 Medium, Catalog No. 30-2001. To make the
complete growth medium, add the following
components to the base medium: fetal bovine serum to
a final concentration of 10%.

Citation of Strain

If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: 4T1 (ATCC® CRL-2539™)

American Type Culture Collection
PO Box 1342
Manassas, VA 20108 USA

v, ates ong

500.633 6507 or 703.365.2700
Fax: 703.38: 0

Emai: Techiiatee org

Or contact your local distributor
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A SAFETY PRECAUTION

ATCC highly recommends that protective gloves and clothing always be used and a full face mask always be
wom when handling frozen vials. It is important to note that some vials leak when submersed in ligquid nitrogen
and will slowty fill with liquid nitrogen. Upon thawing, the conversion of the liquid nitrogen back to its gas
phase may result in the vessel exploding or blowing off its cap with dangerous force creating flying debris.

S; Unpacking & Storage Instructions

1. Check all containers for leakage or breakage.
2. Remove the frozen cells from the dry ice packaging and immediately place the cells at a temperature
below -130°C, preferably in liguid nitrogen vapor, until ready for use.

i; Handling Procedure for Frozen Cells

To insure the highest level of viability, thaw the vial and initiate the culture as soon as possible upon receipt. If
upon amival, continued storage of the frozen culture is necessary, it should be stored in liquid nitrogen vapor
phase and not at -70°C. Storage at -70°C will result in loss of viability.
1. Thaw the vial by gentle agitation in a 37°C water bath. To reduce the possibility of contamination, keep
the O-ring and cap out of the water. Thawing should be rapid (approximately 2 minutes).

. Remove the vial from the water bath as soon as the contents are thawed, and decontaminate by
dipping in or spraying with 70% ethanol. All of the operations from this point on should be camied out
under strict aseptic conditions.

. Transfer the vial contents to a centrifuge tube containing 9.0 mL complete culture medium and spin at
approximately 125 x g for 5 to 10 minutes.

. Resuspend the cell pellet with the recommended complete medium (see the specific batch information

[

w

s

for the culture recommended dilution ratio) and dispense into a 25 cm? or a 75 cm? culture flask. Itis

important to avoid excessive alkalinity of the medium during recovery of the cells. It is suggested that,

prior to the addition of the vial contents, the culture vessel containing the complete growth medium be

placed into the incubator for at least 15 minutes to allow the medium to reach its normal pH (7.0 to 7.6).
- Incubate the cufture at 37°C in a suitable incubator. A 5% CO,in air atmosphere is recommended if

w

using the medium described on this product.

A Handling Procedure for Flask Cultures

The flask was seeded with cells (see specific batch information) grown and completely filled with medium at
ATCC to prevent loss of cells during shipping.

1. Upon receipt visually examine the culture for macroscopic evidence of any microbial contamination.
Using an inverted microscope (preferably equipped with phase-contrast optics), carefully check for
any evidence of microbial contamination.  Also check to determine if the majority of cells are still
attached to the bottom of the flask; during shipping the cultures are sometimes handled roughly and
many of the cells often detach and become suspended in the culture medium (but are still viable).

_ If the cells are still attached, aseptically remove all but 5 to 10 mL of the shipping medium. The
shipping medium can be saved for reuse. Incubate the cells at 37°C in a 5% CO, in air atmosphere

X

until they are ready to be subcultured.

. If the cells are not attached, aseptically remove the entire contents of the flask and cenfrifuge at
125 x g for 5 to 10 minutes. Remove shipping medium and save. Resuspend the pelleted cells in 10
mL of this medium and add to 25 em? flask. Incubate at 37°C in a 5% CO,in air atmesphere until cells
are ready to be subcultured.

w

§ Subculturing Procedure

NOTE: the cells should not be allowed to become confluent, subculture at 80% of confluence. Remove
medium, and rinse with 0.25% trypsin-0.53mM EDTA solution. Remove the solution and add an additional 1 1o 2
mL of trypsin-EDTA solution. Allow the flask to sit at room temperature (or at 37°C) until the cells detach. Add




&

ATCC

4T1 (ATCC® CRL-2539™)

fresh culture medium, aspirate and dispense into new culture flasks.
Ratio: A sul n ratio of 1:6 to 1:8 is recommended
Medium Renewal: Every 2 to 3 days

# Cryopreservation Medium

Complete culture medium described above supplemented with 5% (viv) DMSO. Cell culture tested DMSO is
available as ATCC® Catalog No. 4-X.

Please read this FIRST

iquid nitrogen

vapor
temperature

Intended Use

This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.

Complete Growth Medium

The base medium for this cell line is ATCC-formulated
RPMI-1840 Medium, Catalog Mo. 30-2001. To make the
complete growth medium, add the following
components to the base medium: fetal bovine serum to
afinal concentration of 10%.

Citation of Strain

If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: 4T1 (ATCC® CRL-2538™)

American Type Culture Collection
PO Box 1542

Manassas, VA 20108 USA
www.atoc.ong

B00.833.6507
Fax: 703.3

Emai: Techijatee org

703.265.2700
a

O contact your local distributor
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& Comment

‘When injected into BALB/c mice, 4T1 ously highly r tumers that can metastasize
to the lung, liver, lymph nodes and brain while the primary tumor is growing in situ.

The primary tumor does not have to be removed to induce metastatic growth

Because 4T1 is resistant to 6-thioquaning, micro-metastatic cells (as few as 1) can be detected in many
distant site organs with better accuracy that most tumor models. There is no need fo count nodules or weight
target organs.

E References

References and other information relating to this product are available online at www.atec.org.

’Q Biosafety Level: 1

Appropriate safety procedures should always be used with this material. Laboratory safety is discussed in
the current publication of the Biosafety in Microbiological and Biomedical Laborat from the U.S.
Department of Health and Human Services Centers for Disease Control and Prevention and National Institutes
for Health

ATCC Warranty

The viability of ATCC® products is warranted for 30 days from the date of shipment, and is valid only if the
product is stored and cultured according to the information included on this product information sheet. ATCC
lists the media formulation that has been found to be effective for this strain. While other, unspecified media
may also produce satisfactory results, a change in media or the absence of an additive from the ATCC
recommended media may affect recovery, growth andfor function of this strain. If an altemative medium
formulation is used, the ATCC warranty for viability is no longer valid.

Disclaimers

This product is intended for laboratory research purposes only_ It is not intended for use in humans.

While ATCC uses reascnable efforts to include accurate and up-to-date information on this product sheet,
ATCC makes no warranties or representations as to its accuracy. Citations from scientific literature and
patents are provided for informational purposes only. ATCC does not warrant that such infermation has been
confirmed to be accurate.

This preduct is sent with the condition that you are responsible for its safe storage, handling, and use. ATCC
iz not liable for any damages or injuries anising from receipt andfor use of this product. While reasonable effort
iz made to insure authenticity and refiability of strains on deposit, ATCC is not iable for damages arising from
the misidentification or misrepresentation of cultures.

Please see the enclosed Material Transfer Agreement (MTA) for further details regarding the use of this
product. The MTA is also available on our Web site at www.atec.org

Additional information on this culture is avadable on the ATCC web site at www.atcc.org,
© ATCC 2013. All rights reserved. ATCC is a registered trademark of the American Type Culture Collection. [05/31]




