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RESUMO

Espécies da familia Annonaceae tém despertado a atencdo de varios
pesquisadores, por serem largamente empregadas na etnofarmacologia. O objetivo do
trabalho foi realizar o estudo fitoquimico e avaliagdo da toxicidade a atividade
antioxidante e antitumoral de Annona dioica. O fracionamento por técnicas
cromatogréficas conduziu no isolamento de sitosterol e flavondides glicosilados
derivados do canferol e da quercetina. O extrato metanolico, fragdes e substancia foram
altamente ativos na inibicdo da formacdo de radicais livres. O extrato metandlico e
fracOes apresentaram elevada toxicidade. O extrato metandlico apresentou potente
atividade antitumoral para quatro linhagens de células tumorais, com concentragdes

inferiores a 6,4 pg/mL™.

Palavras-chave: Araticum nd, atividade biologica, fitoquimica, flavonoides.
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1 INTRODUCAO

As plantas s&o fontes importantes de produtos naturais com uma vasta aplicacéo,
uma vez que compostos encontrados na natureza revelam uma gama inacreditavel de
diversidade em termos de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas.

O emprego de produtos naturais de origem vegetal no desenvolvimento de
substancias biologicamente ativas tem aumentado consideravelmente, porém, das
350.000 a 550.000 espécies de plantas existentes, apenas um pequeno percentual foi
investigado fitoquimicamente. Além disto, a fracdo submetida a investigacGes
farmacoldgicas ou biolégicas é ainda menor. Dados revelam que apenas 15 a 17% das
plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal ou quimico (SIMOES,
1999).

Dentre as substancias empregadas para a geracdo de produtos de importancia
econémica, destacam-se os fitoterapicos preparados a base de plantas medicinais, como
a sete-sangrias (Cuphea carthagenensis (Jacq.) J. F. Macbr.) e a espinheira-santa
(Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek) e os fitofarmacos que sdo substancias extraidas
de vegetais, que apresentam atividades farmacoldgicas como o jaborandi (Pilocarpus
spp.), que por meio de suas folhas produz a pilocarpina, substancia utilizada para o
tratamento do glaucoma (SIMOES et al., 2003).

A investigacdo fitoquimica é de grande importancia, pois o isolamento de
principios ativos e a modificacdo quimica destes podem resultar na descoberta de novos
produtos com aplicacao terapéutica. Outro aspecto a ser considerado, € a classificacao
das plantas em funcdo de seus constituintes quimicos fornecendo subsidio para estudos
de quimiotaxonomia.

Em funcdo dos aspectos discutidos, 0 nosso grupo de pesquisa vem
desenvolvendo o estudo do potencial quimico, farmacoldgico e bioldgico de plantas
presentes na regido de Dourados-MS. O Estado de Mato Grosso do Sul apresenta
grande diversidade de vegetacdo, como Cerrados, matas semideciduas, matas de galeria,
dentre outras. Os Cerrados cobrem 65% e as florestas semideciduas 8,9% da &rea do
Estado (MATO GROSSO DO SUL, 1990). Das varias familias presentes nesta regido,
destaca-se Annonaceae, por sua ampla distribuicdo nos Cerrados e por ter espécies
ocorrentes ainda nédo estudadas cientificamente e amplamente utilizadas pela populagéo.

O objetivo deste estudo foi investigar e isolar os principais constituintes quimicos
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presentes no extrato metandlico de A. dioica, bem como a caracterizacdo dos
constituintes isolados por técnicas espectroscopicas e verificar a acdo biologica através
da avaliagdo de toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina, atividade

antitumoral e o potencial antioxidante.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANNONACEAE

A familia Annonaceae € uma das maiores entre as Angiospermas basais, com
aproximadamente 135 géneros e 2500 espécies (CHATROU et al., 2004). No Brasil é
representada por 26 géneros, sendo sete endémicos, com cerca de 260 espécies (MAAS
et al., 2001). Plantas desta familia sdo caracterizadas por apresentarem folhas simples,
dispostas alternadamente em mesmo plano, ao longo dos ramos e pela semelhanca entre
seus frutos. As flores séo isoladas, auxiliares, grandes carnosas e sedosas, de coloragédo
interna creme-amarelada. Fruto sincarpo oval, grande, amarelo-esverdeado a marrom,
com polpa firme de cor creme e comestivel, frutifica em novembro (ALMEIDA et al.,
1998).

Recebem nomes como araticum-do-cerrado, dado a diferentes especies
encontradas nos Cerrados da regido central do Brasil ou marolo, como € conhecido por
todo o sul de Minas Gerais, onde s@o nativos e espontaneos nos enclaves de campos de
cerrados existentes na regido.

Em relacdo a estudos fitoquimicos, ja foram isoladas 417 acetogeninas, sendo
que 176 foram relatadas no periodo de 1998 a 2004, com predominancia para espécies
de Annona (BERMEJO et al., 2005).

O alcaldide oxoaporfinico, liriodenina (1), € o mais encontrado em espécies da
familia Annonaceae (SANTOS et al., 2003). Os de ocorréncia menos comum S&o 0S
alcaloides p-carbolinicos (2) (WANG et al.,, 2002). Flavonodides sdo 0s compostos
fendlicos de maior ocorréncia como O-glicosideos de apigenina (3), canferol (4),
quercetina (5) e luteolina (6) (SANTOS e SALATINO, 2000). Entre os esteroides, sdo 0
p-sitosterol (7) e o estigmasterol (8) (LEBOEUF et al., 1982). A primeira acetogenina
de Anonéacea, a uvaricina (9) foi isolada das raizes de Uvaria acuminata (JOLAD et al.,
1982).
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A busca por espécies da familia Annonaceae também se destaca por apresentar
as mais variadas atividades bioldgicas, como antimicrobiana, antiemética, pesticida,
vermicida, abortiva, antitumoral, citotdxica, inibidora do apetite e antimalarica
(LEBOEUF et al., 1982).

2.2 Annona

O género Annona possui 120 espécies catalogadas (BARROSO et al., 2002). E
economicamente importante por conter espécies que sdo largamente cultivadas e
comercializadas no Brasil, por apresentarem frutos com propriedades nutricionais
quando consumidos in natura ou na forma de sucos e sorvetes (LORENZI e MATOS,
2002), como A. squamosa (fruta-do-conde), A. muricata (graviola), A. reticulata

(condessa) e A. cherimola (cherimoia) (Figura 1).
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Figura 1. A. squamosa (A), A. muricata (B), A. reticulata (C) e A. cherimola (D).

Espécies de Annona sdo largamente empregadas na medicina popular devido
suas diferentes propriedades farmacoldgicas atribuidas principalmente aos alcaldides e,
mais recentemente, a acetogeninas e flavondides, principais constituintes bioativos
encontrados em géneros especificos das Anonaceas (ALALI et al., 1999; BERMEJO et
al., 2005; KOTAKE e OHTA, 2003). Estudos da literatura relatam atividades como
antimicrobiana, inseticida e antiparasitaria, em particular contra Leishmania sp.,
Plasmodium falciparum e Trypanosoma cruzi (QUEIROZ et al., 1996; SAHPAZ et al.,
1994).

De acordo com Lako et al. (2006), a polpa do fruto de A. muricata possui
propriedade antioxidante, a qual esta relacionada a presenca de antocianinas e polifendis
(KUSKOSKI et al., 2005). O estudo biomonitorado do extrato etandlico das folhas
frente a Artemia salina mostrou-se toxico apresentando LCso de 0,49 pg/mL (LUNA et
al., 2006).

Na casca de A. salzmanii D.C. foram encontrados quatro alcaldides
benzilisoquinolinicos, reticulina, annonaina, laureliptina e isoboldina. Em que apenas
annonaina apresentou propriedade antibacteriana, enquanto os trés alcaloides
apresentaram atividade antifungica (PAULO et al., 1992).

O extrato metandlico do caule e casca de A. senegalensis Pers. (araticum-da-
areia) apresentou atividade para o tratamento da diarréia (SULEIMAN et al., 2008).

O isolamento de uma acetogenina mono-tetrahidrofuranica das sementes de A.
reticulata apresentou citotoxicidade nos estagios G1 e S do ciclo celular, sugerindo seu
potencial anticancer (YUAN et al., 2003).

Foi identificado potencial alelopatico de algumas espécies da familia
Annonaceae, dentre elas A. crassiflora, A. coriacea, A. dioica, A. sylvatica e Duguetia
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furfuracea sobre a germinacdo e desenvolvimento inicial de plantulas de alface

(FORMAGIO et al., 2010).

Uma das espécies mais estudadas, A. chemirola, foram isolados alcaléides como

cherimolina (10), annocherina A e B (11-12), cherianoina (13) e romucosina H (14);
acetogeninas, aromina A (15); amidas (16-18) e ciclopeptideos (19-21) (CHEN, 1999;

2001; WELE, 2005).
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O ensaio citotoxico biomonitorado do extrato metandlico das sementes de A.
cherimola, conduziu ao isolamento de dois ciclopeptideos: cherimolaciclopeptideo E e
cherimolaciclopeptideo F, que apresentaram atividade citotdxica significativa contra o
carcinoma da nasofaringe humana (WELE et al., 2005). O fracionamento
cromatografico do extrato metandlico do caule de A. cherimola, levou ao isolamento de
uma acetogenina, bis-THF (um anel de THF sendo em C-4 e outro em C-16), aromina-

A (22) juntamente com a conhecida acetogenina esquamosina (23) (CHEN et al., 1999).

moiety begmmememeaanes > moiety a 35
' trans -

Me :
\‘“(CHg)l 20

y

erythro*  trans threo*
(22)
35
trans :

(23)

threo trans threo

Estudos fitoquimicos das raizes de A. coriacea identificaram diterpendides com
esqueleto clerodano e acetogeninas como coriedienina, bisepoxicoriadienina, coriacina,
4-deoxicoriacina, gigantetronenina e gigantecina, que demonstraram atividade
citotoxica contra células tumorais (YU et al., 1994). A lectina, denominada ACLEC,
caracterizada nas sementes de A. coriacea (COELHO et al.,, 2003), aumentou a
migracdo de neutrofilos na cavidade abdominal em camundongos (COELHO et al.,
2006). O extrato alcodlico das sementes também demonstrou efeito genotoxico,
aumentando a freqiiéncia de microndcleos em eritrocitos da medula Ossea de
camundongos (FAGUNDES et al., 2005) (SOUSA et al., 2007).

O estudo realizado por Gongalves e colaboradores (2009) com a madeira de A.
crassiflora, resultou na obtencdo de dois alcaldides: aterospermidina e liriodenina. Este
altimo possui atividade antimicrobiana e tripanosomicida; ja& o alcal6ide
aterospermidina possui atividade contra células de hepatoma humano. Das sementes
foram isoladas trés acetogeninas inéditas, a crassiflorina (24), a desoxicrassiflorina (25)
e a araticulina (26) (PIMENTA, 1995).
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O estudo biomonitorado pelo teste de citotoxicidade das sementes de A.
cornifolia (araticum de raposa) sobre A. salina resultou no isolamento de trés
acetogeninas inéditas para esta especie: bulatacina (27), asimicina (28) e glaucanisina
(29) (SANTOS et al., 2007).
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A investigacéo fitoquimica dos extratos em hexano e etanol da madeira e folhas
e extrato em acetato de etila dos frutos de A. cacans Warming (araticum-cagéo)
permitiu o isolamento e identificacdo de 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeido (30), p-
hidroxicinamato de bornila (31), p-hidroxibenzoato de etila (32) (NASCIMENTO,
2008).

3

%J

A acetogenina bulatacina (33), isolada de A. bullata, detém grande interesse
devido a sua atividade sobre células leucémicas L1210 (AHAMMADSAHIB et al.,
1993).

;f
‘\\
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(33)

Conforme Liu et al. (1999), duas novas acetogeninas mono-THF, annoglacinas
A e B tém sido isoladas a partir do fracionamento dos extratos etandlicos das folhas de
A. glabra, frente a toxicidade de A. salina. A partir das sementes de A. glauca (ariticum-
do-brejo) foram obtidos dois ciclopeptideos: glaucaciclopeptideo A (WELE et al.,
2005).

O fracionamento biomonitorado do extrato da casca de A. foetida proporcionou
o isolamento de um alcaldide antileishmanicida pirimidina-g-carbolina, N-
hidroxanomontina, juntamente com annomontina, O-metilmoscatolina e liriodenina
(COSTA et al., 2006).
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Em funcdo da importancia de Annona, a investigacdo quimica e biologica de
mais uma especie, Annona dioica, visa ampliar os estudos tanto quimiotaxonémicos

quanto bioldgicos do género.

2.3 Annona dioica St. Hill

E um arbusto de Cerrado com vasta dispersdo na América do Sul, conhecida
popularmente como araticum-na (Figura 2). Na medicina tradicional, os frutos e folhas
sdo utilizados contra reumatismo e as sementes contra diarréia (POTT e POTT, 1994).
No Paraguai, as folhas sdo usadas para fazer cha ou gargarejo como anticatarral,
enquanto os frutos comestiveis possuem propriedades sedativas e suas sementes Sao
utilizadas como inseticidas ou no tratamento de infec¢bes parasitarias da pele
(GONZALEZ, 1992).



Figura 2. Folhas e frutos de Annona dioica, coletados na regido de Dourados-MS.

Classificacdo taxondmica da espécie
Reino: Plantae

Ordem: Magnoliales
Divisdo: Spermatophyta
Subdivisdo: Angiospermae
Familia: Annonaceae
Subfamilia: Annonoideae
Reino: Magnoliophyta
Tribo: Unoneae

Classe: Magnolitae
Sub-classe: Magnoliidae
Género: Annona

Espécie: Annona dioica
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InvestigagBes fitoquimicas anteriores realizadas com o extrato etandlico da
madeira de A. dioica, resultou no isolamento e caracterizacdo de seis alcaldides e, das
folhas, quatro flavondides (VEGA et al., 2007). Os flavondides canferol (34), canferol
3-0-[3”, 6”-di-O-p-hidroxicinamoil]-p-galactopiranosideo (35), canferol 6”-O-p-
hidroxicinamoil-p-galactopiranosideo (36) e canferol 3-O-B-galactopiranosideo (37),
foram isolados a partir do extrato metanolico das folhas de A. dioica coletadas no
Paraguai (VEGA et al., 2007).

OH

(36) ”;OH | (37)
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2.4 Atividade Bioldgica

2.4.1 Atividade antioxidante

O processo de envelhecimento esta relacionado ao aparecimento de uma série de
doencas degenerativas, incluindo doencas cardiovasculares, a aterosclerose, derrame
cerebral e varios tipos de cancer. As reacbes provocadas por radicais livres sdo ubiquas
em sistemas bioldgicos e sdo reguladas pelo sistema de defesa antioxidante enzimatico,
que em conjunto com os antioxidantes exdgenos limitam a média de danos produzidos
por radicais livres a um nivel toleravel (HUDSON, 1990).

Os antioxidantes podem ser sintéticos ou naturais. Alguns dos antioxidantes
sintéticos mais importantes sao hidroxianisol de butila (BHA) e o hidroxitolueno de
butila (BHT) e, dentre os naturais se destacam o &cido ascorbico, a vitamina E e o -
caroteno.

Muitos antioxidantes utilizados atualmente sdo de origem fendlica, e estdo
presentes na dieta humana. Dessa forma, compostos de natureza terpénica,
principalmente diterpenos e outros fenilpropandides e flavondides passaram a ser
pesquisados com maior intensidade buscando determinar seu mecanismo de acéo e
procurando relaciona-los com as propriedades quimico-biologicas apresentadas pelos
mesmaos.

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar as atividades antioxidantes
in vitro, de maneira a permitir uma rapida selecdo de substancias e/ou misturas
potencialmente interessantes, na prevencdo de doencas cronico-degenerativas. Dentre
estes metodos destaca-se 0 sistema de co-oxidagdo do B-caroteno/acido linoléico, o
método de sequestro de radicais livres (DPPH), peroxil-ORAC e ABTS.

O método de radicais livres esta baseado no descoramento e uma solugéo
composta por radicais livres estaveis DPPH de cor violeta quando da adicdo de
substancias que podem ceder um atomo de hidrogénio (BRAND-WILLIAMS et al.,
1995; HUANG et al, 2005) (Figura 3), fundamenta-se em medidas

espectrofotométricas de descoloragéo.
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Q NO, Antioxidante
: /NN: i —
O,N NO,
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2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) (violeta) DPPH-H (Amarelo)

Figura 3. Descoloracdo do radical livre DPPH.
2.4.2 Atividade Antitumoral e Toxicidade

No Brasil as doencas tumorais neoplasicas sdo consideradas como a terceira
causa mais frequente de morte no pais (PITA, 2010). Assim observa-se a grande
necessidade em realizar estudos com plantas medicinais na busca por novas drogas
antitumorais.

ApoOs inumeros estudos, algumas substancias isoladas de fontes naturais
tornaram-se modelos para o desenvolvimento de novos farmacos. Catharanthus roseus
(L.) G. Don (Apocynaceae) e fonte dos alcaloides, vincristina e vimblastina, efetivos no
tratamento de leucemia (HOSTETTMANN et al., 2003).

O diterpeno paclitaxel (38) (Taxol®) foi inicialmente isolado a partir das cascas
de Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae), e posteriormente, em outras especies do género
Taxus, nas folhas de Taxus baccata L. O taxol é utilizado na terapia de canceres
ginecolégicos como no cancer de ovario resistente a quimioterapia classica
(HOSTETTMANN et al., 2003).

CgHs N

(38)

paclitaxel

O alcal6ide camptotecina (39) foi obtido por meio do isolamento da planta

ornamental chinesa Camptotheca acuminata D. (Nyssaceae). Em funcdo de sua
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atividade antitumoral acompanhada de elevada toxicidade e pouca solubilidade, estudos
foram realizados para encontrar uma estrutura andloga mais ativa e menos toxica.
Topotecan (Hycamtin®) foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o
tratamento de casos avancados de cancer de ovario, resistentes a outros tipos de
quimioterapicos. Em 1996 aprovou-se o analogo injetavel, irinotecan HCI, para o
tratamento de cancer de colon e reto (HOSTETTMANN et al., 2003).

Diferentes espécies da familia Annonaceae foram avaliados frente acédo
antitumoral. As atividades citotoxicas mais fortes foram detectadas para os extratos
etandlico das cascas da raiz de A. crassiflora (DE MESQUITA et al., 2009).

camptotecina R,=R,=H

topotecan R;=0H; Ry= CH;N(CH3)»

irinotecan R;= _O\I_r NC>7 '\]: :' Ry=H
0

(39)

Uma abordagem utilizada para se ter relacdo com atividade anticancerigena € a
atividade citotoxica frente a Artemia salina, onde o experimento consiste em medir qual
a concentracdo do produto que mata 50% da populacdo de Artemia, fazendo assim uma
alusdo as células cancerosas (PERFEITO et al., 2005).

O bioensaio com o microcrustaceo é uma das técnicas utilizadas na avaliacdo da
toxicidade geral de compostos organicos, metodologia que proporciona resultados
rapidos, com boa reprodutibilidade, exigindo o minimo de esforco e é aplicavel em uma
gama de analogos, pelo fato deste microcrustaceo ser de facil crescimento e manutencéo
(BARAHONA e SANCHEZ-FORTUN, 1994, 1996).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e Identificacédo da Planta

As folhas de A. dioica foram coletadas em Dourados, Mato Grosso do Sul e
identificada pela Dra. Zefa Valdevina Pereira. Posteriormente, uma exsicata
(DDMS4598) foi depositada no Herbario da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e
Ambientais da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), Dourados, MS.

3.2 Secagem do Material e Obtengéo do Extrato Metanolico

A secagem do material vegetal foi realizada ao ar, a temperatura ambiente e em
sequida, triturado em moinho de facas. A amostra foi submetida a extracdo por
maceracdo com metanol, exaustivamente e posteriormente filtrada e concentrada em

rotaevaporador sob pressao reduzida, para a obtencdo do extrato metanolico (24,59g).

3.3 Triagem Fitoquimica

Os metabdlitos secundarios foram investigados primeiramente por testes
quimicos, através da adicdo de reagentes que provocam alteracdo ou intensificacdo na
cor dos tubos, contendo as amostras e por cromatografia em camada delgada (CCD).
Flavondides pela reacdo de Shinoda, alcaldides pelo reagente de Dragendorff e Mayer,
esterdides e triterpendides pela reacdo de Lieberman-Burchard, taninos pela reacdo
quimica com sais de Ferro. Para presenca de saponinas, foram realizados métodos
particulares, verificando-se a formacdo de uma suspensdo de espuma por agitacdo
manual. Para avaliacdo de cumarina, foi observado o aparecimento da fluorescéncia,
quando gotas da amostra foram aplicadas em papel de filtro e submetidas a luz UV
(MATOS, 1988; FALKENBERG et al., 2003).
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3.4 Fracionamento do Extrato Metandlico

O extrato metandlico (17,8g) foi dissolvido em metanol/dgua 1:1 e particionado
sucessivamente em hexano, cloroférmio e acetato de etila, para posterior obtencéo das

fracGes hexano, cloroférmio, acetato de etila e hidrometandlica.

3.5 Isolamento das Substancias Quimicas

As fracdes obtidas do fracionamento do extrato metandlico, foram submetidas a
métodos cromatograficos para isolamento dos principais metabolitos secundarios.
Extratos de baixa ou média polaridade foram fracionados por meio de coluna de silica
gel (70-230 ou 230-400 mesh) com diferentes solventes organicos e em cromatografia
em gel de Sephadex LH-20. As fracdes também foram submetidas a recristalizacéo,
monitoradas por CCD e posteriormente encaminhadas a analise espectrométrica.

O Esquema 1 apresenta uma visdo geral do procedimento empregado para o

isolamento dos constituintes do extrato metandlico de A. dioica.
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Extrato metandlico (folhas) de A.
dioica (AD 24,5g)

1 — Particionamento liquido-liquido MeOH-H20 1:1(17,8g)

2 — Evaporagdo dos solventes

Fracdo Hexano Fragdo CHCls Fragdo Acetato de Etila Fragdo hidrometandlica

(FH3,8g) (FCHCI; 1,6g) (FAE 6,2g) (FHM 5,6g)

| CC (Sephadex LH-20, H20,

CC (Sephadex LH-20, H20, H,0:MeOH

H20/MeOH 25, 50%

CC(Silica Gel, Hex 100%, Hex/CHCls 10, 75:25, 50:50, 25:75 e MeOH) MeOH)
20, 30, 1:1, 70% e CHCl3 100%) | | I
CFAD-3
FAE-1 FAE-5 FAE-10 FAE-14 FHM-1 FHM-4 FHM-12
Recristalizagdo | Recristalizagdo
AD-1
AD-2 AD-3 e AD-4
AD-5
(6,4 mg) (4,5 mg)

Esquema 1: Procedimento empregado para isolamento dos constituintes do extrato

metanolico de A. dioica (Annonaceae).

A fragdo FCHCIs (1,69) foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel,
eluida em hexano, hexano/cloroformio 10, 20, 30, 1:1, 70% e cloroformio resultando
em 83 fracBes. De acordo com a semelhanca em CCD, foram obtidas 22 fragdes. A
fracdo CFAD-3 forneceu uma substéncia codificada como AD-1.

Parte da fracdo acetato de etila (FAE) (3.02g) foi submetida a cromatografia em
coluna de Sephadex LH-20 eluida com H20, H.O:MeOH 75:25, 50:50, 25:75 e MeOH.
Foram obtidas 61 fracdes de aproximadamente 25,0 mL cada, que foram reunidas em 14
novas fracdes, conforme semelhanca apresentada através de analise em CCD. Pela
andlise das fracbes FAE-5 a FAE-10 em CCD, observou-se que as fracOes
apresentaram semelhanca quando submetidas a presenca de iodo e pulverizacdo com
solucdo de é&cido sulfurico/metanol 1:1, sendo cristalizadas com acetona/metanol,
fornecendo as substancias puras como um sélido amarelo codificadas como AD-2, AD-
3 e AD-4.

A fragdo FHM (3.0 mg) foi submetida a filtracdo em coluna de Sephadex LH-
20, eluida em H20, H.O/MeOH 25, 50% e MeOH, fornecendo 62 fragBes de

e
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aproximadamente 10,0 mL cada, que apos reunidas de acordo com semelhanca em
CCD, resultaram em 12 novas fracoes. A fracdo FHM-4 foi cristalizada com metanol,

fornecendo uma substancia como um solido amarelo codificado como AD-5.

3.6 Identificagdo dos Compostos Isolados

A identificacdo dos compostos isolados foi com base em andlise de seus dados
espectroscopicos e espectrométricos (*H, **C, DEPT, COSY, HMQC e HMBC) e dados

da literatura, a fim de auxiliar na determinag&o estrutural.

3.7 Avaliacéo da Atividade Antitumoral

A avaliagdo da atividade antitumoral foi realizada no CPQBA -
UNICAMP/Campinas sob responsabilidade da Prof. Dra. Mary Ann Foglio. Os ensaios
foram realizados pelo método colorimétrico com sulforrodamina B (MONKS et al.,
1991) a doxorrubicina foi utilizada como controle positivo.

O extrato metanolico foi avaliado em culturas de células tumorais humanas de
Melanoma (UACC-62), Mama (MCF-7), Ovario Resistente (NCI/ADR-RES), Pulméo
(NCI-H460), Leucemia (K-562), Ovario (OVCAR-3), Prostata (U251), Colon (HT-29),
Renal (786-0) e VERO. Os valores de ICso, IC100 € LCso foram calculados a partir da
curva de concentracdo versus porcentagem de crescimento.

Foram plaqueados 100 uL de células, em meio RPMI/SFB/gentamicina, nas suas
respectivas densidades de inoculacdo em placas de 96 compartimentos. Estas foram
incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO; e 100% de umidade. Para
cada linhagem foi utilizado um namero estipulado de placas, além da placa TO (Placa

controle), dependendo da quantidade de células obtidas na contagem.

Diluicéo das amostras
As amostras foram diluidas em dimetilsulfoxido de sodio (DMSO) na

concentracdo de 1 g/ml resultando em solugfes estoques. Estas solugdes foram diluidas
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40 vezes em RPMI/SFB/gentamicina. Foram adicionadas 100 uL do extrato a ser
testado nas placas de 96 compartimentos, exceto na TO, nas doses de 0,25; 2,5; 25; 250
mg/ml, sendo realizada no mesmo momento, a fixagcdo e posterior leitura da placa TO,
determinando assim a quantidade de células presentes no momento em que 0s extratos
foram colocados. As demais placas foram incubadas por 48 horas. Apos este periodo,
foram realizadas as leituras pelo ensaio do SRB.

Ensaio do SRB

As placas de 96 compartimentos foram centrifugadas por 3 minutos a 2000 rpm,
e foram fixadas com 50 uL de &cido tricloroacético 50% (TCA) para as células aderidas
e 80% para as células em suspensdo. Para completar a fixagé@o celular, as placas foram
incubadas por 1 hora a 4°C. Apos esse tempo, foram submetidas a quatro lavagens
consecutivas com agua destilada para a remocdo dos residuos de TCA, meio, SFB e
metabolitos secundarios. Estas placas foram mantidas a temperatura ambiente até a
secagem completa.

Em seguida, as células foram coradas pela adicdo de 50 uL de SRB a 0,4%
(peso/volume) dissolvido em &cido acético a 1%. Estas foram incubadas a 4°C, durante
30 minutos. Apos esse periodo, as placas foram lavadas por 4 vezes consecutivas com
uma solucdo de acido acético 1%. O residuo da solucdo de lavagem foi removido e as
placas foram novamente secas a temperatura ambiente.

O corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com uma solucéo de
Trizma Base na concentracdo de 10 uL e pH 10,5 por 5 minutos em ultra-som. A leitura
espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em 560 nm em um leitor de

microplacas.

Analise dos resultados

Foram calculadas as médias das absorbancias descontadas de seus respectivos
brancos e através da formula abaixo, foi determinada a inibi¢do de crescimento (IG) de
cada amostra testada.

Se T> C adroga estimulou o crescimento, ndo apresenta IG.

Se >To mas < C, a droga sera citostatica e a férmula utilizada ¢ 100 X [(T-
T0)/(C-TO)].

Se T<To a droga sera citocida a formula utilizada é 100 X [(T-T0)/(C- T0)]
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Sendo que T é a média da absorbancia da célula tratada; C é o controle de célula;
To € o controle das células no dia da adi¢do das drogas. O resultado obtido foi subtraido
de 100% obtendo-se entdo a porcentagem de inibicdo de crescimento. As amostras
foram consideradas ativas quando apresentaram inibig&o de crescimento maior que 50%

e ainda de forma dose-dependente.

3.8 Atividade Antioxidante

A investigagdo da atividade antioxidante do extrato e composto isolado foi
realizada pelo método fotocolorimétrico in vitro do radical livre estavel 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila (-DPPH-) utilizando como controle positivo o BHT, conforme
metodologia de Yen e Wu (1999) com modificagdes. O método consiste no
monitoramento do consumo do radical livre DPPH- pelas amostras, através do
decréscimo da medida de absorbéncia. Aliquotas de 1 mL das amostras foram
adicionadas a 2 mL da solugdo de DPPH- 0,004% e incubadas na temperatura ambiente
por 30 minutos. A leitura da absorbancia de cada amostra foi realizada no
espectrofometro a 517 nm. Todas as analises foram realizadas em triplicata. A
porcentagem de inibicdo (% I) foi calculada pela formula:

% 1 = (Ao — A)/Ao) x 100.

Onde Ao é a absorbancia do DPPH- (controle) e A é a absorbancia da amostra

mais DPPH-.

3.9 Teste de Toxicidade

Para avaliacdo da toxicidade frente a Artemia salina, foi utilizada a metodologia
de Neto e colaboradores (2009) com algumas modifica¢fes. Os ovos do microcrustaceo
sdo colocados para eclodir em recipiente com solugdo salina na concentracdo de 3,8 g/L,
sob oxigenacéo e radiacdo luminosa por 48 horas. Apds este periodo, 40 mg de extratos
secos (metanolico e fracBes hexanica, acetato de etila, cloroférmica e hidrometandlica)

foram diluidos em 4 mL de metanol e aliquotas de 10, 50, 100, 250 e 500 pL foram
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transferidas a tubos de ensaio. Posterior & evaporacdo do solvente, adicionaram-se 5 mL
de solugdo salina, sendo colocados 10 nauplios de A. salina para cada tubo, aguardando-
se 0 periodo de 24 horas, seguido da contagem dos microcrustaceos vivos e mortos. Os
dados foram tratados no programa Origin 5.0 para o célculo da CLso, que é a
concentracéo letal para 50% para A. salina.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinagéo estrutural das substancias isoladas

O estudo quimico do extrato metandlico de A. dioica resultou no isolamento de
duas substancias puras codificadas como AD-1 e AD-2, uma mistura de duas
substancias AD-3 e AD-4 e uma substancia ainda em fase de elucidacdo.

As substancias isoladas correspondem principalmente a classe de compostos,
flavonoides e esterdide. As estruturas das substancias isoladas foram propostas pela
analise de seus dados espectroscopicos e comparacdo com dados obtidos da literatura.

4.1.1 Substancia AD-1

A substancia AD-1, isolada da fragdo FCHCIs, apresentou-se como cristais
brancos e foi identificada como sendo 3-O-B-glucopiranosil sitosterol baseado nos
dados de RMN de 'H e 3C e por comparacdo com dados encontrados na literatura
(ARRIAGA et al., 1990)

O espectro de RMN de *H (Figura 4) apresentou sinais de hidrogénios metilicos
¢ metilénicos em o1 0,60 — 2,50, de hidrogénios oximetinicos em on 3,29 (m) (H-3) e de
hidrogénio ligado a dupla ligagdo em on 5,37 (d, J=5,1 Hz) (H-6), caracteristicos de

substancias contendo o nucleo esteroidal.
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Os espectros de RMN de *3C (Figura 5) e DEPT (Figura 6) também
revelaram sinais caracteristicos de glicosideo esteroidal, mostrando dois carbonos
insaturados em 6c 140,1 e 122,0, e seis carbonos metilicos em 22,9; 19,5; 19,0; 18,7;
11,6 e 11,7 e sinais de carbonos metilénicos na regido de d¢ 40,0 a 20,0. Além dos sinais
referentes ao nucleo esteroidal foi observado sinais em 8¢ 100,9 (CH); 75,6 (CH); 77,1
(CH); 69,8 (CH); 77,0 (CH) e 61,5 (CH>) evidenciando uma unidade glicosidica, a qual
foi identificada como glucose. O sinal em 4,41 (d, J= 7,5 HZ) indicou que o hidrogénio
anomérico encontra-se em posi¢do axial, levando a uma configurag@o 3 para o carbono

anomérico da glucose.



36

Figura 5: Espectro de RMN de *C (CDCls, 75,5 MHz) de AD-1.

Tl m zu - -

Figura 6: Espectro de DEPT (CDCls) de AD-1.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos da substancia AD-1 foram
comparados aos da literatura para o 3-O-B-glucopiranosideo sitosterol, conforme
mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1: Dados de RMN de *C (5, 75,45 MHz, CD3;OD) para a substancia AD-1 e
para o sitosterol 3-O-B-glucopiranosideo (8, 75,5 MHz, CsDsN).

N° de Carbonos AD-1 Sitosterol 3-O-p-glucopiranosideo
1 37,0 37,2
2 29,3 29,9
3 78,9 78,2
4 38,4 39,0
5 140,1 140,6
6 122,0 122,6
7 31,6 31,8
8 31,6 31,9
9 50,0 50,0
10 36,5 36,6
11 20,9 21,0
12 39,5 39,6
13 42,1 42,2
14 56,5 56,5
15 24,0 24,2
16 28,0 28,2
17 55,8 55,9
18 11,6 11,7
19 19,0 19,1
20 35,9 38,1

21 18,7 18,9
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22 33,7 33,9
23 25,8 26,1
24 45,6 45,7
25 28,9 29,2
26 18,5 18,7
27 19,5 19,7
28 22,9 23,1
29 11,6 11,9
r 100,9 102,2
2 75,6 75,0
3’ 77,1 77,0
4 69,8 71,3
5’ 77,9 78,1
6’ 61,5 62,5

4.1.2 Substancia AD-2

O composto isolado AD-2 foi identificado pela analise dos seus dados de RMN.
No espectro de RMN de 'H (Figura 7) observa-se sinais correspondentes a um
flavonoide cuja unidade agliconica foi caracterizada como 3, 4, 5°, 5, 7-
pentaidroxiflavona (quercetina), pelos sinais de dubletos em 6n 6,21 (1H, J = 2.1Hz, H-
6) e 6,39 (1H, J = 2.1Hz, H-8), de dubleto de dubleto em 61 7,56 (1H, J = 8,7; 2,1 Hz,
H-6") e dos dubletos em 646,87 (1H, J=8,7 Hz, H-5") e 7,76 (1H, J= 2,1 Hz, H-2").
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Figura 7: Espectro de RMN de *H, (DMSO, 300,06 MHz) para AD-2.

O espectro de RMN de C (Figura 8) foi concordante para o esqueleto da
quercetina, pela presenca de uma carbolina em 179,3 e sinais de carbonos aromaticos

oxigenados ou ligados a hidrogénios, mostrando um total de quinze carbonos.

! v —eer ——— —— T e v T | —r )
180 160 140 120 100 80 60 40 4] ppm

Figura 8: Espectro de RMN de *C (DMSO, 755 MHz) para AD-2.

A unidade glicosidica foi evidenciada pela presenca de um carbono anomérico

em Swic 5,14 / 104,5 no espectro de RMN de !H/®C, sendo evidenciado como a



40

galactose pelos sinais de carbonos oximetilénicos em oc 66,9 e demais sinais de
carbonos oximetinicos. Pelo valor da constante de acoplamento (J = 7.5Hz) para o
hidrogénio anomérico foi possivel estabelecer a configuragéo p.

A concordancia dos dados de RMN de *H e *C com os dados da literatura para a
quercetina 3-O-B-galactosideo (BENINI et al., 1992) (Tabela 2), confirmaram a

estrutura proposta.

Tabela 2: Dados de RMN de 'H e *C para o composto AD-2 e quercetina 3-O-f-

galactosideo.

AD-2 Quercetina 3-O- p-galactosideo
C dc OH dc OH oc
2 158,5 156,5 156,2
3 135,5 133,7 1334
4 179,3 1778 1774
5 163,0 161,5 161,1
6 99,8 6,21 (d, J=2,1Hz) 98,9 6,18 (d, J=1,9 Hz) 98,6
7 165,8 1644 164,2
8 94,8 6,39 (d, J=2,1 Hz) 93,7 6,38 (d, J=1,9 Hz) 93,4
9 158,2 156,5 156,2
10 105,5 104,2 103,8
1 122,8 1211 121,0
2’ 1174 7,76 (d, J=2,1Hz) 116,2 7,52 (d, J=2,2 Hz) 1151
3 1458 1451 1447
4 149,8 148,7 148,4
5 116,0 6,87 (d, J=8,7Hz) 1153 115,9
6’ 122,7 7,56 (d,J=8,7;2,1Hz) 122,2 121,9
Galactose 101,8
17 104,5 5,14 (d, J=7,5 Hz) 102,0 5,35 (d, J=7,6 Hz) 101,8
2” 69,9 3,80-3,40 71,4 71,2
3” 72,7 3,80-3,40 73,4 73,2
4” 69,8 3,80-3,40 68,2 67,9
5” 74,0 3,80 3,40 76,1 75,7

6” 66,9 3,80-3,40 60,4 60,1
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4.1.3 Mistura de AD-3 e AD-4

A mistura de substancias codificadas AD-3 e AD-4 isolada da fragdo acetato de
etila também evidencia sinais de flavondides.

No espectro de RMN de H (Figura 9) observam-se sinais correspondentes a
quercetina em 6,20 (J=2,1Hz), 6,39 (J=2,1Hz), 7,76 (J=8,7 e 2,4 Hz), e em 6,80 (J=8,7
Hz) e 7,51 (J=2,4 Hz), semelhantes aos dados de AD-2.

Os demais sinais na regido de hidrogénios aromaticos indicaram a presenca de
um segundo flavondide cuja unidade aglicdnica foi caracterizada como canferol, pelos
sinais adicionais em 6,19 (d, J=2,1Hz) e 6,42 (d, J= 2,1Hz) e em 8,06 (d, J=8,7 Hz) e
6,85 (d, J=8,7 Hz).

AD-3 AD-4
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Figura 9: Espectro de RMN de *H (300,06 MHz, DMSO-ds) da mistura de AD-3 e AD-

4.

Tais acoplamentos foram confirmados pelas correlacbes observadas no espectro

de COSY (*H x H) (Figura 10), as quais s&o mostradas na Tabela 3.
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Figura 10: Espectro de 'H x *H — COSY (DMSO-d6, 300 MHz) da mistura AD-3 e

AD-4.
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Tabela 3: Correlagdes *H x H observadas no espectro de COSY para as unidades
agliconicas de AD-3 e AD-4.

AD-3 AD-4

OH
OH OH
OH OH
OH
5'H 5'H 5'H 5H
6,20 (d,J=2,1Hz, H-6) 6,39 (d,J=2,1Hz, H-8) 6,19 (d,J=2,1Hz, H-6) 6,39 (d,J=2,1Hz, H-8)

7,66 (dd,J=8,7 e 2,1Hz, H-6>) 6,80 (d,J=8,7Hz, H-5); 8,06 (dd,J=8,7Hz, H-2") 6,85 (d,J=8,7Hz, H-3")
7,51 (d,J=2,1Hz, H-2")

Os espectros de RMN de ¥C (Figura 11) e DEPT (Figura 12) foram
concordantes para o esqueleto da quercetina de AD-3 e do canferol de AD-4, pela
presenca de duas carbonilas em &c 177,7 e 177,8 e sinais de carbonos aromaticos
oxigenados ou ligados a hidrogénios, mostrando um total de trinta carbonos,
correspondentes entdo a dois flavonoides.

As unidades glicosidicas de AD-3 e AD-4 foram evidenciadas pela presenca de
dois hidrogénios anoméricos em 6H 5,39 (d, J=7,8 Hz) e 5,37 (d, J=7,8 Hz) no espectro
de RMN de 'H e pelos sinais de dois carbonos anoméricos em &c 101,9 e 102,0. Estas
unidades foram caracterizadas como galactose pelos sinais de dois carbonos
oximetilénicos em 6¢c 60,4 e demais sinais de carbonos oximetinicos. Pelos valores das
constantes de acoplamento (J=7,8 Hz) para os hidrogénios anoméricos foi possivel

estabelecer a configuracdo S para ambas as unidades glicosidicas.
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Figura 11: Espectro de RMN de 3C (75,5 MHz,DMSO-ds) de AD-3 e AD-4.

Figura 12: Espectro de DEPT (DMSO-dg) de AD-3 e AD-4.

As atribuicBes dos hidrogénios e carbonos de AD-3 e AD-4 foram baseadas nas

correlagdes no espectro de HMQC (Figura 13), as quais séo mostradas na Tabela 4.
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Tabela 4: Correlagbes *H x *C observadas no espectro de HMQC para a mistura das

substancias AD-3 e AD-4.

AD-3 AD-4

C OH dc OH dc

6 6,19 98,9 (CH) 6,20 98,9 (CH)
8 6,42 93,9 (CH) 6,39 93,7 (CH)
2 8,06 131,3 (CH) 7,51 115,3 (CH)
3 6,85 115,3 (CH)

5° 6,85 115,3 (CH) 6,80 116,2 (CH)
6 8,06 131,3 (CH) 7,66 122,2 (CH)
1 5,39 101,9 (CH) 5,37 102,0 (CH)

130 128 110 180 g0 8¢ 70 6 50 40 30 20 10
FZ (ppm

Figura 13: Espectro de HMQC (*H x **C, DMSO-ds) da mistura de AD-3 e AD-4.
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A concordancia dos dados de RMN de *H e de *C da mistura de AD-3 e AD-4
com os da literatura para o canferol 3-O-p-galactosideo e da quercetina 3-O-p-

galactosideo, confirmaram as estruturas propostas (Tabela 5).

Tabela 5: Dados de RMN de H e 3C (§, 300,06/ 75,5 MHz, mult., J em Hz, DMSO-
de) para as substancias AD-4 e para o canferol 3-O-f-galactosideo (LU & FOO, 1999) e
da AD-3 e para a quercetina 3-O-f-galactosideo (BENINI et al., 1992) (300,06/ 75,5
MHz, DMSO-d6).

Substancia 3 Quercetina 3-O-B- Substancia 4 Canferol 3-O- g —
galactosideo galactosideo

C 3n Sc 3n dc 3n 3¢ 3n 3¢

2 156,5 156,2 156,5 156,2
3 133,7 133,4 133,4 133,7
4 177,8 177,4 177,7 177,4
5 161,5 161,1 161,5 161,2
6 6,20 (d,J=2,1Hz) 98,9 6,18 (d,J=1,9Hz) 98,6 6,19 (d,J=2,1Hz) 98,9 6,19 (d,J=1,9Hz) 98,8
7 164,4 164,2 164,4 164,5
8 6,42 (d,J=2,1Hz) 93,7 6,38 (d,J=1,9Hz) 93,4 6,39 (d,J=2,1Hz) 94,8 6,42 (d,J=1,9Hz) 93,7
9 156,5 156,2 156,5 156,4
10 104,2 103,8 104,2 103,8
1’ 1211 121,0 121,2 120,9
2’ 7,51(d, J=2,4Hz)  116,2 7,52 (d,J=2,2Hz) 115,1 8,06 (d,J=8,7Hz) 131,3 8,06 (d,J=8,7Hz) 130,8
3 145,1 1447 6,85 (d,J=8,7Hz) 1153 6,89 (d, J=8,5 Hz) 1151
4 148,7 148,4 160,2 159,9
5’ 115,3 115,9 6,85 (d,J=8,7Hz) 115,3 6,89 (d,J=8,5Hz) 1151
6’ 122,2 121,9 8,06 (d,J=8,7Hz) 131,3 8,06 (d,J=8,7Hz) 130,8
1 536 (dJ=7,5Hz) 1020 5,35 (d,J=7,6Hz) 101,8 5,40 (d,J=7,8Hz) 101,9 5,39 (d,J=7,6Hz) 1015
2” 71,4 71,2 71,4 71,7
3” 73,4 73,2 73,3 73,1
47 68,2 67,9 68,2 67,8
57 76 75,7 76,1 75,7
6” 60 60,1 60,4 60,2

4.1.4 Substancia AD-5

A substancia AD-5 isolada da fracdo hidrometandlica, conforme procedimento
descrito anteriormente, ainda encontra-se em fase de elucidacdo estrutural, devido a

pouca quantidade de amostra, verificando possivel presenca de outro flavonoide.
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4.2 Resultados biol6gicos

4.2.1 Avaliagéo antioxidante

O extrato metandlico, as fragdes e 0 composto AD-2 isolado de A. dioica exibiram
atividade antioxidante. Inicialmente, avaliou-se o extrato metandlico (EAD), que
apresentou significativa atividade com ICso de 17,84 mg/mL. De acordo com a Tabela
6, pode-se observar potente atividade para a fragdo acetato de etila (FAE) (ICso de 8,53
mg/mL), fracdo hidrometandlica (FHM) (ICso de 10,57 mg/mL) e o composto isolado
AD-2 (ICso de 1,02 mg/mL) quando comparados com o padrdo BHT (ICso de 16,8
mg/mL).

Tabela 6. Atividade antioxidante DPPH (ICso) para extrato metanolico, fracGes e composto isolado
de A. dioica.

Amostra 1Cs0 pug/mL

Extrato Metandlico 17.84

Fracdo Hexanica 101.66
Fracdo Cloroférmio 98.35
Fracdo Acetato de Etila 8.53
Fracdo Hidrometandlica 10.57
Quercetina 3-O-p-galactosideo 1.02
BHT? 16.8

®BHT (butilhidroxitolueno) utilizado como controle positivo.

Os flavondides sdo componentes de extrema importancia para o tratamento de
varias doencas devido sua potente natureza antioxidante. Alguns autores relatam que os
flavondides como a rutina (quercetina-3-rutinosideo) e quercetina mostraram atividade
antioxidante (DRYDEN et al., 2006; MIDDLETON, 1998). A atividade antioxidante de
flavonoides tem sido relacionada com o nimero e a posi¢cdo dos grupos hidroxila livre,
que poderia atuar por sua capacidade de doagdo de hidrogénio (COTELLE et al., 1992;
MORA et al., 1990). Dependem especialmente um OH livre na posi¢do C-3, um OH
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livre na posicdo C-4, uma ligacdo dupla entre C-2 e C-3 e um agrupamento O-dihidroxi
no anel B. O composto isolado possui estas caracteristicas com excecdo da auséncia de
um OH livre na posicéo C-3.

4.2.2 Toxicidade

Os resultados para toxicidade para o extrato metandlico e as fragdes hexanica,
acetato de etila, cloroférmio e hidrometandlica de A. dioica apresentaram elevada
toxicidade frente & A. salina com concentragdo letal (CLso) inferior a 100 pg/mL
(Tabela 7).

Tabela 7. Teste de toxicidade do extrato metandlico e fracdes de A. dioica frente a Artemia
salina.

Annona dioica Toxicidade de Artemia salina
(ng/mL)

CLso
Extrato metanodlico (EAD) 2,82
Fracdo Hexanica (FH) 2,90
Fracdo Acetato de Etila (FAE) 2,56
Fracdo Cloroférmio (FCHCIs) 2,00
Fracdo Hidrometandlica (FHM) 2,71

Estudos experimentais mostram que para uma determinada droga, sua CLso
referente a toxicidade frente a Artemia salina é dez vezes maior do que sua dose efetiva
(DEsp) obtida para a citotoxicidade frente as linhagens celulares de tumores sélidos.

Os resultados sdo semelhantes aos de Pimenta et al., (2003) que, ao avaliarem
fracdes de Annona também observaram toxicidade frente ao microcrustaceo utilizando o
Lapachol como controle positivo (Tabela 8).
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Tabela 8. Atividade larvicida frente & Artemia salina com alguns extratos e fracdes de

plantas da familia Annonaceae.

Extratos e fragdes testadas

CLso em pg/mL (95% intervalo de

confianca)

1 Sementes de A. crassiflora
2 Sementes de A. crassiflora
3 Folhas de A. crassiflora

4 Folhas de A. crassiflora

5 Casca de A. crassiflora

6 Casca de A. crassiflora

7 Casca de A. crassiflora

8 Folhas de A. crassiflora

9 Folhas de A. crassiflora
10 Sementes de A. nutans

11 Sementes de A. nutans

12 Sementes de A. nutans

13 Sementes de A. nutans

14 Casca de A. hypoglauca
15 Casca de A. hypoglauca
16 Casca de A. hypoglauca
17 Folhas de A. cherimola

18 Folhas de A. cherimola

19 Lapachol

23.85 (2.93 < CL < 44.78)
754.8 (675.5 < CL < 834.6)
622.1 (540 < CL < 703.6)
ND!

1.29 (0.70 < CL < 1.87)
22.09 (9.75 < CL < 34.44)
28.50 (26.27 < CL < 30.70)
21.72 (16.78 < CL < 26.67)
2.73(2.24 < CL < 3.22)
0.20 (0.19 < CL < 0.60)
1.42 (1.14 < CL < 1.69)
0.47 (0.35 < CL < 0.58)
1333 (954.4 < CL < 1714)
ND!

76.78 (13.88 < CL < 139.7)
27.76 (17.16 < CL < 45.28)
NT

0.88 (-27.09 < CL < 28.85)
68.09 (57.25 < CL < 79.17)

ND! = CL > 500 pg/mL. NT = Néo testado.
Fonte: Pimenta et al., 2003.

Os resultados para extrato metandlico e fracdes de A. dioica, sdo indicativos para

a atividade antitumoral devido sua alta toxicidade frente a A. salina. O uso do

microcrustaceo serve como uma ferramenta Gtil para um estudo preliminar

biomonitorado dos extratos e fraches e, € sugestivo como triagem da atividade

farmacoldgica, sendo assim, € necessario um aprofundamento de estudos quimico,

farmacoldgico e toxicoldgico para que o uso popular desta planta seja seguro.
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4.3.3 Antitumoral

A Figura 14 apresenta os valores de 1Cso (concentracdo que inibe 50% do
crescimento celular), 1C100 (concentracdo que inibe 100% do crescimento celular) e
LCso (concentracdo letal) das linhagens celulares frente ao extrato metanolico de A.
dioica.
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Figura 14. Avaliacdo antitumoral de EAD de A. dioica frente a dez linhagens celulares.

A avaliacdo da atividade antitumoral do extrato metandlico foi significativa para
quatro linhagens de células com concentragdes inferiores a 6,4 pg/mL, sendo altamente
ativo frente as células de pulmao (NCI-H460) com ICso de 0,03 pg/mL, cédlon (HT-29)
com ICso de 0,10 pg/mL, mama resistente (NCI/ADR-RES) com ICso 1,95 e ovario
(OVCAR-3) com ICso de 6,38 ug/mL, apresentando concentragdo dose-dependente. Por
outro lado, as células de mama (MCF7) e leucemia (K-562) apresentaram moderada
atividade com valores de 1Cso de 11,10 pg/mL e 31,13 ug/mL, respectivamente. O
extrato metanodlico ndo inibiu as linhagens celulares de melanoma (UACC-62), vero

(VERO), prostata (U251) e rim (786-0) com ICso > 100 pug/mL (Tabela 9).
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Tabela 9. Avaliacdo da atividade antitumoral (valores de ICso, 1C100 € LCs0 em pg/mL)
para extrato metanolico de A. dioica e doxorrubicina.

Extrato metandlico Doxorrubicina
Linhagens 1Cso 1C100 LCso 1Cs0 1C100 LCso
Préstata (U251) 83,47 - - 5,07 23,45 -
Melanoma (UACC-62) > 100 - - 0,06 0,86 -
Mama (MCF-7) 11,10 > 100 - 0,14 24,52 -
Mama Resistente (NCI/ADR-RES) 1,95 - - 1,74 23,92 -
Rim (786-0) > 100 - - 0,22 1,51 -
Pulmé&o (NCI-H460) 0,03 > 100 - 0,05 - -
Ovario (OVCAR-3) 6,38 - - 0,30 1,72 -
Célon (HT-29) 0,10 4,10 > 100 2,12 7,31 20,86
Leucemia (K-562) 31,13 - - 0,90 - -
Vero (VERO) - - - 1,40 11,36 -

O cancer de pulméo se tornou uma doenca neoplasica comum e a mais mortal
em todo o0 mundo. E o tipo de cancer mais frequente e sua incidéncia tem aumentado em
torno de 0,5% ao ano, principalmente entre as mulheres (ZAMBONI, 2000), seguido do
cancer de mama, célon e ovario.

Os resultados obtidos pelo extrato metandlico de A. dioica evidenciaram
seletividade para quatro linhagens de células tumorais, uma vez que um extrato bruto é
considerado promissor ao apresentar 1Cso inferior a 30 pg/mL, tornando-se uma
alternativa viavel para o tratamento de alguns tipos de cancer, considerando também a
necessidade de estudos mais aprofundados para demonstrar 0s compostos responsaveis

pela atividade e seu mecanismo de acéo.
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5 CONCLUSOES

O estudo permitiu o isolamento de flavondides glicosilados e um sitosterol
como:

- 3-O-f-glucopiranosil sitosterol (AD-1);

- Quercetina 3-O-p-galactosideo (AD-2);

- Mistura de quercetina 3-O-p-galactosideo (AD-3) e canferol 3-O-f-
galactosideo (AD-4).

O extrato metanolico e as fracdes acetato de etila, hidrometandlica e 0 composto
AD-2 foram altamente ativos na inibicdo da formacdo de radicais livres, frente 0 método
de DPPH.

O extrato metandlico apresentou potente atividade antitumoral para linhagens de
células tumorais de pulmdo, colon, mama resistente e ovario, com concentracdes
inferiores a 6,4 png/mL.

O extrato metanolico e as fragdes hexano, acetato de etila, cloroférmio e
hidrometanolica apresentaram elevada toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia
salina.

Os compostos isolados, a atividade antioxidante e antitumoral s&o relatados pela

primeira vez nesta espécie.
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