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INTRODUCAO

Analisar espécies vegetais que ainda nao tenham sido estudadas ou aprofundar o conhecimento
sobre aquelas das quais ja sdo conhecidos alguns resultados ¢ uma forma apropriada de
contribuir para o inventario de plantas que possam se tornar um ponto de partida para a
prospeccao de novos farmacos (RIBEIRO FILHO, 2014).

A Allophylus edulis (A.St.-Hil., A. Juss. & Campess.) Radlk.), comumente conhecida como
Chal-Chal, planta selecionada para este estudo, tem sido empregada cotidianamente com base
na tradicao popular; alguns estudos anteriores ja& comprovaram sua baixa toxicidade, além de
efetivo potencial antimicrobiano, anti-inflamatorio e antioxidante (TREVIZAN et al., 2016).
Entretanto, ndo tem ainda uma significativa quantidade de estudos sobre a composi¢do quimica
¢ a atividade biologica de seus metabdlitos, principalmente no que se refere aos extratos obtidos
de suas folhas, os quais podem apresentar moléculas capazes de atuar como agente
anticarcinogénico.

Apesar das drogas sintéticas constituirem ainda a principal fonte de medicagao da atualidade,
por conta de sua atividade bioldgica, os produtos a base de plantas vém se tornando cada vez
mais relevantes para o tratamento das doencas, devido a grande diversidade de espécies e a
grande diversidade estrutural encontrada nos metabolitos secundarios que sdo sintetizados pelas
plantas (BRANDAO, 2010). Ademais, firmacos naturais podem promover eficiéncia de
tratamento com menores efeitos colaterais.

OBJETIVOS

Este projeto tem como objetivo realizar um estudo quimico e bioloégico com as folhas frescas
da espécie vegetal Allophylus edulis, com a finalidade de identificar compostos com relevante
potencial anticarcinogénico frente as linhagens de células tumorais € ndo tumorais de
adenocarcinoma mamario e tumorais de adenocarcinoma de préstata. O projeto abrange as
seguintes etapas: extragao, com diferentes solventes, das folhas de Allophylus edulis através da
técnica de maceragdo; separaracdo dos compostos, presentes nos extratos obtidos e no extrato
mais promissor, através da técnica de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) ¢ de
Cromatografia em Coluna (CC), para verificagdo do perfil quimico; determinacdo da estrutura
das substancias isoladas a partir de Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
de 'H e 3C; e avaliacdo do potencial citotdxico das substancias isoladas frente as linhagens de
células tumorais de MCF-7, MDA-MB231 e PC-3, e ndo tumorais de MCF-10A.

METODOLOGIA
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Folhas frescas de Allophylus edulis foram coletadas de um individuo localizado no Parque Ecoldgico
Perequé no municipio de Cubatdo, Estado de Sdo Paulo. O material foi registrado no Sistema Nacional
de Gestao do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o nimero
de cadastro AACA268.

O material vegetal colhido foi submetido a lavagem, secagem e trituragdo. A extragdo, obtida através da
técnica de maceracdo estatica, foi realizada com solventes de polaridade crescente: hexano,
diclorometano, acetato de etila, etanol e metanol, todos grau P.A. Em seguida os extratos foram
dissolvidos em Banho Ultrassonico e filtrados em bomba de vacuo.

Para realizar os ensaios de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) foram utilizadas cromatoplacas
de silica-gel, sob suporte de aluminio. Apds testes em cubas cromatograficas estebeleceu-se que os
eluentes mais apropriados para a separagdo dos componentes das amostras foram as misturas dos
solventes hexano ¢ acetato de etila nas propor¢des 1:1 para analise dos extratos, 2:1 ¢ 1:3 para analise
das fra¢des. Sendo que, as placas cromatograficas preparadas para avaliagdo do perfil quimico foram
posteriormente reveladas por: luz visivel, luz UV, solugdes de cloreto de aluminio, cloreto férrico,
hidroxido de potassio 10% em etanol, solucdo indicadora verde de bromocresol, Reagente de
Dragendorft, vanilina e vapores de iodo (MARQUES, BORGES, 2012).

Para os ensaios de Cromatografia em Coluna (CC), a fase estacionaria usada foi de silica gel 60 (0,063
— 0,200 mm), para a fase movel foram utilizados os solventes hexano, acetato de etila e alcool butilico,
e a solugdo de acido acético e agua deionizada (1:1), com aumento gradativo da polaridade. O adsorvato
foi preparado com 3,02 g de silica gel e 1,01 g de extrato etanolico, solubilizado em quantidade minima
de solvente, cerca de 5,5 mL de metanol. Deste processo foram recolhidas 233 fragdes de 5 ml, que apods
submetidas a dois processos de fracionamento, resultaram em 16 fragdes finais, das quais duas foram
enviadas para avaliacdo da atividade citotdxica.

Os espectros unidimensionais de RMN de 'H e de RMN de "*C foram registrados em espectrometro
Bruker UltraShield 300 operando a 300 MHz. Os espectros foram obtidos em cloroféormio deuterado
(CDCls) contendo 1% de tetrametil-silano - TMS (SigmaAldrich) e colocado para ensaio em uma sonda
de 5 mm BBO.

A atividade citotoxica foi avaliada para o extrato etandlico e para as fracdes AeF7 e AeF8 obtidas no
ensaio por Cromatografia em Coluna, frente as linhagens de células tumorais de MCF-7, MDA-MB-
231 e PC-3, e ndo tumorais de MCF-10A.

As linhagens de células foram cultivadas em meio de cultura, suplementadas com RPMI1640 mais soro
bovino fetal 5% (ambos Cambras) e 1% glutamina (Sigma). Em seguida, foram incubadas a 37°C com
5% de gas carbonico (CO,) e umidade relativa do ar em 100%. Na presente analise, as linhagens foram
plaqueadas e numeradas para incubagdo de 1 x 10* células em uma placa padrdo de 96 pogos.

O produto resultante foi quantificado por espectrofotometria, no qual a densidade otica celular ¢
determinada através da absorbancia medida no comprimento de onda de 570 nm, demonstrando o
crescimento celular em 24 horas. As medidas da atividade anticarcinogénica foram feitas utilizando o
Kit de Proliferagéo Celular (Sigma, Saint Louis, MO, EUA), o qual é projetado para quantificar por
espectrofotometria o crescimento celular, a viabilidade e a proliferagdo celular, podendo ser utilizado
como um indicador direto de citotoxicidade e apoptose (MOSMANN, 1983; MONKS, 1991). Os
resultados foram comparados com aqueles obtidos para Doxorrubicina (DOXO; Sigma) ¢ Curcumina
(CUR, Sigma), os quais foram usados como droga padrdo. O ensaio realizado mede a atividade da
redutase mitocondrial em células vivas e se baseia na clivagem do sal amarelo tetrazolio para os cristais
de formazana azuis / purpura por células metabolicamente ativas.

Por fim, o software GraphPad Prism versao 7.05 para Windows foi usado para interpretar os resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando a massa inicial de material vegetal (212,75 g) e a massa de extrato etan6lico obtido (1,81
g), o rendimento médio calculado em porcentagem massica (% m/m) foi de 0,85%.

Os resultados obtidos na cAmara de vapor de iodo e com o revelador KOH em solugdo etandlica indicam
a presenca de terpenos. Os reveladores, verde de bromocresol e vanilina confirmam, respectivamente, a
presenca dos grupos acido carboxilico e alcool entre os metabolitos que compdem o extrato. Os

14



——
Iv s I CT Simpdsio de Iniciagao Cientifica @ CNPq C G ESG - ?ﬁ?...ﬂ%ﬁ;’";g

——— ¢ Tecnologica CPS / CNPq

reveladores cloreto férrico, e cloreto de aluminio, sugerem, respectivamente, a presenga de compostos
fenolicos e flavonoides. Como de praxe, os carotenoides sdo facilmente percebidos apds revelagdo na
luz visivel.

Os sinais observados nos espectros de RMN-'H e RMN-3C do extrato etandlico, bem como, os sinais
obtidos nas fracdes AeF7 e AeF8, confirmam os ensaios realizados por CCD sugerindo a presenca de
flavonoides, terpenos e provavelmente grupos acidos no extrato etanolico da espécie 4. edulis.

A andlise citotdxica mostrou que tanto o extrato bruto (AeEB), quanto as fracdes (AeF7 e AeF8)
apresentaram atividade para as quatro linhagens celulares, sendo os resultados particularmente muito
significativos para a linhagem de células de MDA-MB-231(Figura

1).
Figura 1: Resultados para MDA-MB-231.
CEsp (ug mL1) R2
Curcumina 4259 % 106 -0,06371
AeEB 0,03895 0,8684
AeF7 0,002658 0,2116
AeF8 0,01036 0,0351
Fonte: autoria propria, 2022.
CONSIDERACOES FINAIS

O etanol e os demais solventes utilizados para realizar a extragdo e a Cromatografia em

Coluna se mostraram eficientes para extrair e separar diferentes compostos conforme sua polaridade nas
fragoes obtidas. Por outro lado, o rendimento obtido na extragdo das folhas frescas da espécie Allophylus
edulis foi muito baixo.

O estudo fitoquimico realizado com o extrato etanolico de A/lophylus edulis permitiu a identifica¢ao da
presenga de diferentes classes de metabdlitos secundarios evidenciados pelos ensaios com o0s
reveladores usados.

Embora, ainda necessitem de uma analise mais profunda e um estudo de replicagdo, os espectros de
Hidrogénio e de Carbono-13, obtidos pela técnica de Ressonincia Magnética Nuclear para o extrato
bruto AeEB e para as fragdes AeF7 e AeFS8, ratificam o perfil quimico estabelecido pela Cromatografia
em Camada Delgada, pois os sinais de deslocamento quimico sugerem a presenca de flavonoides e
terpenos.

Os ensaios de atividade citotoxica para o extrato etanolico AeEB e para as fragdes testadas mostram que
metabolitos secundarios presentes nas folhas frescas de Allophylus edulis apresentam atividade frente
as linhagens de células de adenocarcinoma mamario ndo metastatico (MCF-7), adenocarcinoma de
prostata (PC-3), adenocarcinoma mamario de tecido normal (MCF-10A) e adenocarcinoma mamario
metastatico (MDA-MB-231).
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