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RESUMO

Figueiredo PO. Estudo quimico das raizes de Galianthe thalictroides (Rubiaceae) guiado
pela atividade citotdxica in vitro frente a linhagens de células tumorais. Campo Grande;
2010. [Dissertagdo — Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul].

O Cerrado, o mais brasileiro dos biomas sul-americanos, possui em sua vegetacao
heterogénea uma biodiversidade maior que a da floresta Amazonica, com mais de 7.000
espéecies de plantas vasculares nativas. Essa caracteristica tem despertado um crescente
interesse em suas plantas medicinais como fonte de compostos bioativos, cujo uso popular
tem passado de geracdo a geracdo no decorrer dos séculos. Este bioma é o principal centro
de diversidade do género Galianthe (Rubiaceae), onde muitas das espécies existentes sdo
endémicas e sobre as quais se nota uma escassez de estudos fitoquimicos e farmacologicos.
Raizes da espécie Galianthe thalictroides (K.Schum.) E. L. Cabral tém sido popularmente
utilizadas para o tratamento de variados tipos de cancer. Considerando-se a auséncia de
critérios cientificos no uso desta planta decidiu-se realizar o estudo quimico do extrato
etanolico das raizes de Galianthe thalictroides, guiado pela atividade citotoxica frente a
linhagens de células tumorais, a fim de encontrar resultados que comprovem ou refutem o
seu uso popular. Adicionalmente, realizou-se a avalia¢do antimicrobiana das fracGes obtidas
da particdo do extrato etanolico frente a algumas cepas fungicas e bacterianas, uma vez que
existem informac@es na literatura de varias espécies de rubiaceas que possuem este tipo de
atividade. No presente trabalho, as raizes secas e moidas de G. thalictroides foram
submetidas a extracdo em temperatura ambiente com etanol. O residuo obtido do extrato
etandlico foi particionado entre metanol/agua 9:1 e hexano, metanol/agua 1:1 e cloroférmio
e metanol/agua 1:1 e acetato de etila. Estas fracdes foram submetidas ao ensaio de
citotoxicidade in vitro com sulforrodamina B (SRB) frente a linhagens de células tumorais
padrdo B16-F10, HEp-2 e MCF-7 e a avaliacdo das atividades antifingica e antibacteriana
utilizando-se o método da microdiluicdo em caldo frente a duas cepas fungicas padrdo
(Candida albicans e Cryptococcus neoformans) e quatro cepas padrdo de bactérias
(Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa). Todas as fracOes apresentaram atividade citotoxica, sendo que a fragdo
cloroférmica foi a mais ativa e teve o seu estudo quimico continuado, o qual resultou na
obtencdo de oito subfracdes, todas ativas frente ao ensaio de citotoxicidade. O estudo
quimico monitorado pelo ensaio de citotoxicidade in vitro prosseguiu na subfracdo BGTRC-
6, resultando no isolamento, até 0 momento, de um alcaléide indol-monoterpénico inédito
chamado (rel)-[(1S, 2R, 5R)-1-(hidroximetil)-2-(1-hidroxi-1-metiletil)-5-(5-metoxi)-9H-p-
carbolin-1-il)-ciclopentanol]. O ensaio com SRB desta substancia revelou potente atividade
citotoxica frente as linhagens testadas B16-F10, MCF-7, 786-0 e UACC62, de modo que se
trata de um promissor agente inibidor de tumores, cuja viabilidade como futuro
quimioterapico sera investigada. A avaliagdo antimicrobiana das fragbes do extrato
etandlico das raizes de G. thalictroides apontam as fracGes acetato de etila (BGTRA) e
hidrometanolica (BGTRHM) como dotadas de atividade biologica mais potente, o que
possivelmente est4 associado com o alto teor de taninos encontrado nestas fragGes.

PALAVRAS-CHAVE: RUBIACEAE, GALIANTHE, ATIVIDADE CITOTOXICA,
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA



ABSTRACT

Figueiredo PO. Chemical study of the roots of Galianthe thalictroides (Rubiaceae) guided
by in vitro cytotoxic activity against tumor cell lines. Campo Grande, 2010. [Master thesis -
Faculty of Medicine, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

The Cerrado, the most Brazilian biome of South America, has in its heterogeneous vegetation
a greater biodiversity than the Amazon rainforest, with more than 7,000 species of native
vascular plants. This feature has attracted a growing interest in their medicinal plants as
source of bioactive compounds, whose popular use has been passed from generation to
generation over the centuries. This biome is the main center of diversity of gender Galianthe
(Rubiaceae), where many of the existing species are endemic and have few phytochemical
and pharmacological studies. Roots of Galianthe thalictroides (K. Schum.) E. L. Cabral
species has been popularly used for treating various cancers. Considering the absence of
scientific criteria in the use of this plant, the chemical study of the ethanolic extract of
Galianthe thalictroides roots, guided by the cytotoxic activity against tumor cell lines, was
performed in order to find results that prove or refute its popular use. Additionally, it was
carried out the evaluation of antimicrobial fractions obtained from the partition of ethanolic
extract against some fungal and bacterial strains, since there is literature information about
Rubiacea species with this type of activity. In this paper, dried and ground roots of G.
thalictroides were extracted at room temperature with ethanol. The residue obtained from the
ethanol extract was partitioned between methanol/water 9:1 and hexane, methanol/water 1:1
and chloroform and methanol/water 1:1 and ethyl acetate. These fractions were subjected to in
vitro cytotoxicity sulforhodamine B (SRB) assay against standard tumor cell lines B16-F10,
HEp-2 and MCF-7 and to evaluation of antifungal and antibacterial activity using the
microdilution method against two fungal standard strains (Candida albicans and
Cryptococcus neoformans) and four standard strains of bacteria (Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa). All fractions showed
cytotoxic activity, and the chloroform fraction was the most active and had his chemical
investigation continued, which resulted in eight cytotoxic active subfractions. Chemical
studies monitored by cytotoxicity test in vitro were continued in subfraction BGTRC-6,
resulting in isolation, until now, of a novel monoterpene-indole alkaloid named (rel)-[(1S, 2R,
5R) -1 - (hydroxymethyl) -2 - (1-hydroxy-1-methylethyl) -5 - (5-methoxy)-9H-B-carboline-1-
yl)-cyclopentanol]. The SRB assay with this substance revealed potent cytotoxic activity
against the tested lines B16-F10, MCF-7, 786-0 and UACCG62, so this is a promising inhibitor
of tumor, whose viability as a future chemotherapic will be investigated. The evaluation of
antimicrobial fractions of ethanol extract of the roots of G. thalictroides showed the ethyl
acetate fraction (BGTRA) and hydromethanolic fraction (BGTRHM) as the most biologically
actives, which is associated with high levels of tannins found in these fractions.

KEYWORDS: RUBIACEAE, GALIANTHE, CYTOTOXIC ACTIVITY, ANTIMICROBIAL
ACTIVITY.
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1 INTRODUGAO 17

1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade, as plantas tém sido utilizadas terapeuticamente no tratamento e
alivio dos sintomas de diversas moléstias que ja assolaram e que continuam assolando a
humanidade (PINTO et al., 2002). Inicialmente, a forma de aplicacdo restringia-se ao uso de
chas e cataplasmas sendo que, com o decorrer dos anos, comecaram a surgir modos de
preparo mais elaborados, além da ampliacdo do conhecimento sobre as propriedades
medicinais dos vegetais e a consequente aplicacdo em doencas especificas.

Essas descobertas tém sido divulgadas oralmente entre vérias geracfes e, ainda hoje,
usudrios de plantas medicinais de todo o mundo mantém em voga a pratica do consumo de
fitoterapicos, tornando validas as informac6es terapéuticas que foram acumuladas durante os
séculos (MACIEL et al., 2002).

Este tipo de cultura medicinal constitui uma importante fonte de informagdes que
servem como ponto de partida na busca de substancias ativas, as quais poderdo ser utilizadas
como principios ativos ou proto6tipos na elaboracdo de medicamentos.

Neste contexto, uma metodologia utilizada na busca de principios ativos de origem
vegetal é o estudo biomonitorado ou screening, o qual visa ao isolamento de compostos
bioativos por meio do estudo quimico das fracGes e subfracbes de um extrato que
apresentarem resultados positivos no teste bioldgico para o qual a planta estd sendo
investigada (YOUNES et al., 2007).

A utilizacdo dessa metodologia tende a render preciosos frutos no Brasil, um pais
dotado de uma biodiversidade impar e que desperta interesse na investigacdo de suas plantas
medicinais como fonte de compostos bioativos. E o caso da notavel diversificacdo floristica
do Cerrado, que possui em sua vegetacdo heterogénea uma biodiversidade maior que a da
floresta Amazonica (GUARIN NETO E MORALIS, 2003), com mais de 7.000 espécies de
plantas vasculares nativas (KLINK E MACHADO, 2005). O Dominio Cerrado, o segundo
maior do Brasil, com cerca de dois milhdes de kmz2, é o mais brasileiro dos biomas sul-
americanos, uma vez que, excetuando-se algumas pequenas areas na Bolivia e no Paraguali,
encontra-se totalmente inserido no territorio nacional (GUARIN NETO E MORAIS, 2003).
Este bioma € um dos principais centros de diversidade do género Galianthe (Rubiaceae), onde
muitas das espécies existentes sdao endémicas (CABRAL, 2001) e sobre as quais nota-se uma
escassez de estudos fitoquimicos e farmacoldgicos.

Raizes da espécie Galianthe thalictroides (K.Schum.) E. L. Cabral tém sido utilizadas
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pela populacdo do municipio de Bonito — Mato Grosso do Sul (MS) para o tratamento de
variados tipos de céancer. Considerando-se a auséncia de critérios cientificos no uso desta
planta decidiu-se realizar no Laboratdrio de Pesquisas de Quimica de Produtos Naturais (LP-
1) e com a parceria do Laboratorio de Biologia Molecular e Culturas Celulares, ambos
pertencentes & Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), o estudo quimico do
extrato etandlico das raizes da espécie Galianthe thalictroides, guiado pela atividade
citotoxica frente a linhagens de células tumorais, a fim de encontrar resultados que
comprovem ou refutem o seu uso popular.

Adicionalmente, realizou-se a avaliagcdo antimicrobiana das frag0es obtidas da particdo
do extrato etanolico frente a algumas cepas fungicas e bacterianas, por meio da parceria entre
0 LP-1 e o Laboratério de Microbiologia do Departamento de Farmacia-Bioquimica (DFB)
localizado na UFMS, uma vez que existem informacdes na literatura de varias espécies de
rubiaceas que possuem este tipo de atividade (KLOUCEK et al., 2005; SILVA et al., 2008;
FABRI et al., 2009). Esta avaliagdo visa fornecer subsidios para o estudo da espécie com essa
finalidade, lembrando que os mecanismos de resisténcia dos microrganismos aos antibioticos
estdo cada vez mais refinados e dificeis de serem superados, o que é agravado pela
emergéncia das infecgbes oportunistas fatais associadas a AIDS, a quimioterapia
antineoplasica e aos transplantes e consequente uso de imunossupressores (PENNA et al.,
2001).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A importancia das plantas como fontes de substancias bioativas

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades € tdo antigo quanto a
espécie humana. Para algumas comunidades e grupos étnicos, o conhecimento sobre as
propriedades medicinais dos vegetais constitui 0 Unico recurso terapéutico e, até mesmo nas
grandes cidades brasileiras, sdo comercializados em feiras livres, mercados populares e
encontrados em quintais residenciais (MACIEL et al., 2002).

As observacGes populares sobre o0 uso e a eficacia curativa das plantas contribuem de
forma relevante para a divulgacdo de suas virtudes medicinais, apesar de, em muitos casos,
ndo terem seus diversos constituintes quimicos conhecidos e nem a comprovacao cientifica
das atividades terapéuticas atribuidas.

A complexidade dos extratos vegetais pode ter certa vantagem sobre os medicamentos
convencionais, se considerada a possibilidade dos varios constituintes quimicos atuarem
sinergicamente, favorecendo a necessidade de pequenas quantidades das substancias ativas
para resultarem numa atividade benéfica e reduzindo a possibilidade de ocorréncia de efeitos
colaterais. Os medicamentos convencionais geralmente contém um Unico principio ativo, o
que pode tornar necessario o uso de doses mais elevadas, provocando efeitos colaterais
(BRISKIN, 2000).

Por outro lado, os extratos vegetais também podem fornecer, por meio de
metodologias de isolamento e identificacdo/elucidacdo estrutural, substancias bioativas
utilizadas como principios ativos ou modelos para o desenvolvimento de medicamentos
sintéticos, tais como as substancias com atividade anticancer vimblastina, vincristina,
podofilotoxina, os analogos etoposideo e teniposideo, paclitaxel, combretastatinas,

maitansina, camptotecina e derivados (Figura 1).
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Figura 1- Estruturas quimicas de alguns compostos anticancer originados ou derivados de
plantas.

No periodo de 1981 a 2006 foram aprovadas pela Food and Drug Administration
(FDA) 1184 novas entidades quimicas das quais 70% sdo derivadas, relacionadas ou
diretamente obtidas de produtos naturais, principalmente de origem vegetal. No que diz
respeito as substancias anticancer, considerando-se apenas as micromoléculas, das 81 novas
entidades quimicas relatadas, apenas 22% séo de origem exclusivamente sintética, de modo

que o restante possui algum tipo de relagdo com os produtos de origem natural: 11% s&o de
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origem natural (N), 31% séo derivadas de produtos naturais (ND), 15% s&o de origem
sintética, mas mimetizam algum produto natural (S/NM), 14% s&o de origem sintética, mas
possuem o farmacoforo de um produto natural (S*) e 7% sdo de origem sintética, mas
mimetizam e possuem o farmacéforo de um produto natural (S*/NM) (NEWMAN E
CRAGG, 2007) (Figura 2).

EN END S HES/NM HES* HS*/NM

Figura 2 — Micromoléculas anticaAncer descobertas no periodo de 01/1981 — 06/2006, segundo a
origem (N = 81). Adaptado de: Newman e Cragg (2007).

Na érea antibacteriana, das 98 micromoléculas relatas por Newman e Cragg (2007),
23% sao de origem exclusivamente sintética, predominantemente quinolonas, sendo a maior
porcentagem correspondente a substancias obtidas diretamente ou derivadas de produtos
naturais. Ja na area antifungica, o perfil € inverso, de modo que a grande maioria das
micromoléculas é de origem sintética (78,6%) e o restante derivado de produtos naturais
(Tabela 1).

Tabela 1 — Micromoléculas antibacterianas e antiflingicas segundo a origem (Newman e Cragg,

2007).
Indicacéo Total | N | ND | S | SINM | S* | S*/NM
Antibacteriano | 98 | 10 | 64 | 23 - - 1
Antifdngico 29 - 3 |22 3 - -

N= origem natural, ND= derivados de produtos naturais, S= origem exclusivamente sintética, S/NM= origem sintética, mas
mimetizam algum produto natural, S*= origem sintética, mas possuem o farmacéforo de um produto natural, S*/NM= origem
sintética, mimetizam e possuem o farmacéforo de um produto natural.

A busca por novas opcdes terapéuticas para os diferentes tipos de céncer e de

7

infeccbes fungicas e bacterianas € um dos assuntos de maior interesse na atualidade da
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pesquisa de moléculas vegetais, uma vez que a resisténcia adquirida frente aos medicamentos
anticancerigenos e antimicrobianos é encontrada em grande parte dos pacientes, sendo
responsavel por problemas clinicos que limitam a eficacia do tratamento (COHEN, 1992;
GANGEMI et al., 2009; WILSON et al., 2009).

Apesar dos grandes avangos ocorridos nas opg¢des de tratamento quimioterapico do
cancer, infelizmente, as substancias até entdo obtidas s6 proporcionam maior sucesso de
tratamento frente a tumores de rapida proliferacdo, tais como leucemias infantis, tumores
testiculares e linfomas ndo Hodgkin. Tumores sélidos, que possuem taxa de crescimento
inferior, como os de céncer de pulmdo, mama e co6lon, ainda respondem fracamente a
quimioterapia (DEWICK, 2002). Adicionalmente, células sadias de réapida proliferagdo, como
as da medula dssea e do epitélio gastrointestinal, sofrem os efeitos tdxicos da droga
administrada, o que justifica que os principais efeitos colaterais da quimioterapia sejam
leucopenia, néduseas, vomitos, além de alopecia, plaquetopenia e esterilidade (DEWICK,
2002). Para amenizar um pouco esses problemas, um coquetel com baixas dosagens dos
quimioterapicos é frequentemente utilizado no lugar da dosagem da substancia isoladamente
(HOUGHTON et al., 2007).

Consequentemente, a busca de novos protétipos de medicamentos anticancer na
natureza tem sido cada vez mais estimulada, visando a descoberta de substancias mais
eficientes, seletivas e menos agressivas as células sadias.

No que diz respeito as substancias antimicrobianas, o surgimento de uma série de
novos principios ativos nas Ultimas trés décadas (Tabela 1) foi insuficiente para fazer das
doencas infecciosas um tema sem importancia para a salde publica. A resisténcia dos
microrganismos aos antimicrobianos relaciona-se a varios fatores, a comecar pela prépria
habilidade genética destes, com plasmideos e transposons que 0s tornam capazes de adquirir e
transmitir mecanismos de resisténcia, como mutacdo, transducéo, trasformacao e conjugacéo
(COHEN, 1992).

Somadas a este favorecimento genético estdo a pressdo seletiva que 0 UusO
indiscriminado dos medicamentos causa nos microrganismos, resultando na sobrevivéncia e
multiplicacdo dos mais resistentes, e a emergéncia das doengas infecciosas oportunistas fatais
associadas a AIDS e ao uso de imunossupressores em pacientes transplantados, com doencgas
auto-imunes e em quimioterapia antineoplasica (PENNA, 2001; YOUNES, 2007).

Assim, a resisténcia dos microrganismos aos medicamentos permanece como um
problema de salde puablica, uma vez que a reducdo da eficacia dos medicamentos

antimicrobianos disponiveis tem exigido o uso de farmacos mais 0nerosos e,
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consequentemente, de dificil acesso aos programas de atencdo primaria a saude. Para atenuar
esta situacdo, estratégias visando a reducdo da exposi¢do das pessoas aos antimicrobianos por
meio do uso racional dos medicamentos tém sido realizadas numa tentativa de evitar a selecéo
de cepas resistentes (SMITH E COAST, 2002).

Os pesquisadores de produtos naturais também possuem um papel crucial na solugéo
desse problema, sendo responsaveis pela busca de novos agentes antimicrobianos em animais
e vegetais com propriedades terapéuticas potenciais para o tratamento das doencas e com
menor toxicidade para os pacientes.

Nos Ultimos anos, diversos estudos tém sido realizados em diferentes paises com a
finalidade de provar a eficiéncia dos extratos das plantas bem como de seus metabdlitos
secundarios neste propoésito. Algumas classes de metabdlitos vegetais ja sdo, inclusive,
conhecidas como dotadas de propriedades antimicrobianas, como é o caso de alguns
compostos fenolicos obtidos de 6leos essenciais e 0s taninos (BUTLER e BUSS, 2006).

Com base nessas informacfes e devido a escassez de estudos sobre o género
Galianthe, decidiu-se avaliar o potencial citotoxico, antifngico e antibacteriano das fracGes
do extrato etanolico das raizes da rubiacea G. thalictroides com o intuito de verificar se ha
fundamento no uso popular dessa planta como um remédio para o tratamento do cancer e se
ha potencial antimicrobiano nas fracGes do extrato etandlico dessa espécie, considerando que
muitas rubidceas possuem este tipo de atividade (KLOUCEK et al., 2005; SILVA et al., 2008;
FABRI et al., 2009).
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2.2 A Familia Rubiaceae

Rubiaceae, também conhecida como a familia do cafe, é a quarta maior familia das
angiospermas (Figura 3), compreendendo cerca de 13.000 especies distribuidas em
aproximadamente 650 géneros (National Botanic Garden of Belgium. Acesso em abr./2010).

No Brasil esté representada por 101 géneros e 1.010 espécies, as quais se encontram
nas mais representativas vegetacdes do pais: Floresta Amazoénica, Mata Atlantica e Cerrado
(BOLZANI et al, 2001).

e = i S o =

Figura 3 — Comparacao entre o nimero de espécies nas familias: A - Asteraceae (21000 spp.); B -
Orchidaceae (17500 spp.); C - Fabaceae: (16500 spp.); D - Rubiaceae (13000 spp.); E -
Rutaceae (8000 spp.) e F - Mammalia (5000 spp.).

Fonte: http://www.br.fgov.be/RESEARCH/PROJECT S/rubiaceae.php.
Acessado em: 10/04/2010.

A divisao taxonémica dos individuos pertencentes a esta familia é bastante complexa e
tem sofrido muitas modificacbes com o passar dos anos. Isto acontece em decorréncia da
grande quantidade de géneros e espécies com dificil identificacdo e por apresentarem
caracteres morfolégicos pouco distintivos e com gradacBes de complexa separacdo
(ROBBRECH, 1988). Considerando-se o perfil quimico desta familia, existem muitas
espéecies sem quaisquer estudos, o que dificulta ainda mais aos taxonomistas realizarem as
divisdes na familia e subfamilias (BOLZANI et al., 2001).

Uma das primeiras classificagdes aconteceu em 1891 (SCHUMANN, 1891 apud
ROBBRECHT e MANEN, 2006) quando Rubiaceae foi dividida nas subfamilias
Cinchonoideae e Coffeoideae. Em 1988, um estudo baseado em caracteres distintivos, tais
como placentacdo, morfologia e anatomia de frutos e sementes, reformulou a distribuicdo de
subfamilias e tribos e Rubiaceae foi dividida nas quatro subfamilias Ixoroideae,
Cinchonoideae, Antirheoideae e Rubioideae (ROBBRECHT, 1988). A classificacdo mais



2 REFERENCIAL TEORICO 25

atual da familia Rubiaceae, resultado do trabalho de Robbrecht e Manen (2006), consiste,
novamente, na existéncia de apenas duas subfamilias, Rubioideae e Cinchonoideae, sendo que
a subfamilia Rubioideae, na qual estd incluida Galianthe thalictroides, permaneceu
praticamente inalterada.

Uma grande diversidade de metabolitos secundarios ja foi isolada de rubiéceas
brasileiras tais como iridoides, alcaloides indolicos, antraquinonas, flavonoides, derivados
fenolicos, triterpenos, diterpenos e outros tipos de alcaloides (BOLZANI et al, 2001). A
correlacdo destes dados com o estudo de Robbrecht em 1988 resultou em diferentes perfis
quimicos para cada uma das quatro subfamilias (Figura 4). Convertendo-se estas informac6es
para a classificacdo atual, ou seja, considerando que a atual subfamilia Rubioideae
permaneceu praticamente inalterada e que a atual subfamilia Cinchonoideae seria constituida
pelas antigas subfamilias Cinchonoideae, Ixoroideae e Antirheoideae, é possivel inferir que,
enquanto em Rubioideae as antraquinonas representam a principal classe de metabodlitos
secundarios, em Cinchonoideae sdo encontrados principalmente iridoides e alcaloides
indolicos. Estas trés classes de metabdlitos secundarios sdo consideradas marcadoras
guimiotaxonémicas da familia e, consequentemente, sdo as mais estudadas na tentativa de
comprovar a correlacdo filogenética entre a quimica e a taxonomia de Rubiaceae (BOLZANI
etal., 2001).

B Iridoid
0 Alcaloades Indobicos
0 Antraquinonas

B Flavonodes
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Figura 4 - Diversidade quimica e distribui¢do dos principais constituintes quimicos nas quatro
subfamilias: Ixoroideae (IXO), Cinchonoideae (CIN), Rubioideae (RUB) e
Antirheoideae (ANT) pertencentes a familia Rubiaceae (BOLZANI et al., 2001).

Rubiaceae também se destaca por apresentar espécies contendo metabolitos
secundarios de consideravel expressdo econdmica, como a cafeina (Coffea arabica), utilizada
em diversos medicamentos; a emetina, isolada de Cephaelis ipecacuanha, com atividade
emética e anti-amebicida; a quinidina (Cinchona ledgeriana), usada como antiarritmico; a

quinina (Cinchona ledgeriana), utilizada por suas propriedades antimalarica e ténica; a
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ioimbina (Pausinystalia yoimba), com efeito afrodisiaco (CORDELL et al., 2001) (Figura 5).
Destacam-se também as plantas Ixora spp., Mussaenda spp. e Gardenia spp., apreciadas pela

beleza de suas flores e utilizadas na ornamentacéo e paisagismo (Figura 6).

CH30

o /CHa CH,O
T B
Vi
OQ\N N
|
CH,
Cafeina

Cephaelis‘i}lecacuanha
vk {7

CH;0 CH;0.

Quinidina

. ’
,
H3CO/\

(¢]

= E S £

loimbina S
Pausinystalia yoimba

Figura 5 — Exemplares de rubiéceas e alguns de seus metabolitos secundérios de importancia
econbmica.

Fonte:

http://www.henriettesherbal.com/files/images/photos/c/co/pi2000-04-01_coffea-arabica.jpg;

http://www.pharmawiki.ch/wiki/media/lpecacuanha_1.jpg

http://images.google.com/images?gbv=2&hl=pt-PT &sa=1&q=Cinchona+ledgeriana

http://www.entheology.org/edoto/articlefiles/284-yohimbe-tree.jpg

Gardenia sp.

Figura 6 — Exemplares de espécies pertencentes ao género Ixora, Mussaendra e Gardenia. Essas
plantas séo frequentemente utilizadas na ornamentagéo e paisagismo.

Fonte:

http://www.mgonlinestore.com/IMaui/IxoraMaui02.jpg
http://images-3.redbubble.net/img/art/size:large/view:main/118991-11-mussaendra-flowers.jpg
http://asinamirror.files.wordpress.com/2009/07/gardenia.jpg
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A rubidcea Galianthe thalictroides tém se destacado pelo seu uso popular como
remédio anticancer, entretanto, ndo existem quaisquer estudos sobre esta planta, sejam eles
fitoquimicos ou de avaliacdo de atividade biologica, além de serem escassas as informacoes

sobre o género, as quais serdo abordadas a seguir.

2.2.1 O género Galianthe e a espécie Galianthe thalictroides

O género americano Galianthe esta constituido por 49 espécies distribuidas em dois
subgéneros: Galianthe (39 espécies) e Ebelia (10 espécies). O subgénero Galianthe, ao qual
pertence Galianthe thalictroides, é exclusivamente sul-americano, sendo encontrado no Peru,
Brasil e Argentina e ocorrendo uma maior concentracdo no planalto central e no planalto
meridional brasileiro além de um setor do Paraguai oriental (CABRAL, 2001).

Na literatura, constam estudos quimicos e biol6gicos de apenas duas espécies deste
género: Galianthe brasiliensis e Galianthe ramosa. O estudo das partes aéreas de G.
brasiliensis levou ao isolamento do triterpeno acido ursélico, dos esteroides sitosterol,
estigmasterol, campesterol e de quatro iridoides glicosilados conhecidos: asperulosideo,
deacetilasperulosideo e uma mistura dos metil-ésteres Z- e E-6-O-p-coumaroilescandosideo
(Figura 7) (MOURA et al., 2005; MOURA et al., 2006).
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Figura 7 — Estruturas moleculares dos componentes quimicos isolados de G. brasiliensis.

A atividade citotoxica do extrato metandlico G. brasiliensis em culturas de células
tumorais humanas resultou em efeito citostatico de 100, 70 e 53% na concentracdo de 250
ug/mL frente as linhagens de carcinoma de mama (MCF-7), carcinoma de ovario (OVCAR) e

carcinoma de ovario resistente (NCIADR), respectivamente, alem de efeito citostatico de 66%
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para a linhagem de leucemia linféide (K562) na concentracdo de 25 ug/mL e efeito citocida
de 65% na concentracdo de 250 ug/mL. A atividade antiproliferativa foi relacionada, em
parte, as substancias isoladas acido ursélico e asperulosideo, que possuem comprovada
atividade antitumoral (MOURA et al., 2006).

Em relacdo a espécie G. ramosa, foi realizada a avaliacéo citotoxica do seu extrato
metanolico frente as linhagens de células tumorais K562 e S-180 (sarcoma-180). O extrato
ndo apresentou acao citotoxica, uma vez que, nas concentracdes testadas, foi relatada uma alta
porcentagem de proliferacdo das linhagens celulares utilizadas. Os maiores indices de
proliferagdo foram 78% (K562) e 83% (S-180), obtidos na concentragdo de 1000 pg/mL
(AGUIAR et al., 2008). Segundo Fernandes-Filho et al. (2008), o indice de proliferacdo do
extrato bruto metandlico de G. ramosa frente a K-562 foi equivalente a 92%.

O estudo quimico do referido extrato de G. ramosa resultou no isolamento de dois
alcaloides B-carbolinicos ligados a uma unidade tetrahidrofurano (Figura 8) (SILVA et al.,
2007; SILVA et al., 2008).
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Figura 8 — Estrutura molecular dos alcaloides p-carbolinicos isolados de G. ramosa.

Galianthe thalictroides é uma planta de distribuicdo restrita no planeta, havendo no
Missouri Botanic Garden (http://mobot.org) e no Global Biodiversity Information Facility
(www.gbif.net) referéncia a apenas trés coletas, sendo uma na Argentina e duas no Paraguai.
Segundo Cabral (2009) esta espécie encontra-se distribuida na Argentina (Misiones e
Corrientes), Brasil (Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, S&o Paulo), Paraguai
(Amambay, Caaguazu) e Uruguai. Delprete e Cortés-B (2006) realizaram uma listagem
preliminar das espécies de rubiaceas dos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul e, das
seis espécies do género Galianthe relatadas, nenhuma era Galianthe thalictroides sendo este,

portanto, o primeiro relato da espécie no estado de Mato Grosso do Sul.


http://mobot.org/
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Raizes de Galianthe thalictroides tém sido utilizadas em Bonito-MS como tratamento
alternativo do céncer. A forma de uso consiste no preparo de extratos aquosos - chas,
“garrafadas” - e também acrescentando raizes da planta a erva do tereré, bebida bastante
tradicional na regido. Este extrato também é utilizado por pessoas ndo diagnosticadas com
cancer que fazem uso da planta com a inten¢éo de prevenirem-se da doenca.

O uso indiscriminado, o desconhecimento da composicdo quimica e a falta de
comprovacao cientifica sobre as propriedades medicinais dessa espécie acentuam a
necessidade do seu estudo, o qual trard beneficios para vérias areas de conhecimento como,
por exemplo, oncologia, farmacologia, fitoquimica e boténica, além de incentivar a pesquisa
da espécie para outras finalidades terapéuticas, tais como atividade antifingica e

antibacteriana.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

o Realizar o estudo quimico das raizes da planta Galianthe thalictroides (Rubiaceae)
coletada no municipio de Bonito — MS, visando caracterizar as atividades bioldgicas

de seus extratos, fracOes e substancias deles purificadas.

3.2 Objetivos Especificos

o Coletar e identificar as raizes de G. thalictroides;

o Preparar o extrato etanolico das raizes de G. thalictroides;

o Fracionar o extrato etanolico G. thalictroides atraves de parti¢do liquido-liquido;

o Realizar os ensaios de avaliacdo da atividade citotdxica in vitro frente a linhagens de
células tumorais das fragdes obtidas nas parti¢des do extrato etanélico;

o Fracionar o material obtido das particbes com atividade positiva no bioensaio de
citotoxicidade utilizando métodos cromatograficos e realizar os bioensaios com as
subfragdes obtidas;

o Isolar e identificar ou elucidar a estrutura dos constituintes citotoxicos do extrato;

o Avaliar a atividade antimicrobiana do material obtido através das particdes frente a
linhagens fungicas e bacterianas;

o Quantificar os taninos presentes nas raizes de G. thalictroides.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Obtencéo do material vegetal

As raizes de Galianthe thalictroides foram coletadas pelo pesquisador Airton J. S.
Garcez (AGRAER-MS) no municipio de Bonito-MS, no més de abril de 2008. A
identificacdo da espécie foi realizada pelo Prof. Dr. Arnildo Pott, do Departamento de
Biologia da UFMS e a exsicata n°® 29003 encontra-se depositada no herbario CGMS

localizado no Departamento de Biologia da UFMS.

4.2 Métodos espectrométricos

4.2.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H) e
de Carbono-13 (RMN *3C)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e
Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (RMN *3C) unidimensionais e bidimensionais
foram obtidos em espectrémetro Bruker DPX-300, a 300 MHz e 75 MHz para RMN de *H e
13C, respectivamente, localizado no Departamento de Quimica da UFMS. Como referéncia
interna foram utilizados os sinais relativos ao hidrogénio residual do solvente para RMN de
'H e do solvente efou tetrametilsilano (TMS) para RMN de C. As amostras foram

solubilizadas em CDClI; comercializado pela companhia Aldrich.

4.2.2 Espectrometria de massas (EM)

O espectro de massas de baixa resolucdo da substancia isolada foi obtido por impacto
eletronico a 70 eV em espectrometro de massas Shimadzu, modelo QP 5000, DI-50 localizado

no Departamento de Quimica da UFMS.

4.2.3 Espectroscopia de Infravermelho

O espectro de infravermelho foi obtido em espectrdmetro Bomem Hartmann & Braun,

modelo B-100 localizado no Departamento de Quimica da UFMS.



4 MATERIAL E METODO 32

4.3 Métodos cromatograficos

Foram realizados procedimentos cromatograficos utilizando-se como fase estacionaria
silica gel C-18 de @ 40-63um (Merck) (Figura 9). Para a realizagdo da CCDA foram
utilizadas cromatoplacas de silica gel 60 sobre aluminio com indicador de fluorescéncia na
faixa de 254 nm (Merck). O eluente utilizado foi cloroférmio/metanol 95:05. A revelacéo das
substancias nas cromatoplacas analiticas foi obtida por exposi¢do a luz ultravioleta em dois
comprimentos de onda (254 e 366 nm) realizada em aparelho Mineralight modelo UVGL-25 e
por aspersdo com solucdo de Ce,(SO,)s, seguido de aquecimento a uma temperatura de
aproximadamente 150 °C em chapa de aquecimento com tela de amianto por tempo suficiente

para o aparecimento das manchas dos componentes analisados.

4.4 Estudo quimico do extrato etandlico das raizes de G. thalictroides guiado pela

atividade citotdxica in vitro frente a linhagens de células tumorais

As raizes de G. thalictroides (3,14 Kg) foram limpas, cortadas e submetidas a uma
pré-extracdo a temperatura ambiente com etanol. Este material foi filtrado e submetido a
secagem ao ar livre em temperatura ambiente e moido em moinho de quatro facas (Manesco e
Ranieri Ltda, modelo Willey). As raizes pulverizadas foram maceradas com etanol a
temperatura ambiente e o extrato resultante foi filtrado, reunido com o extrato obtido na pré-
extracao e o solvente foi evaporado sob presséo reduzida em rotaevaporador até a obtencdo de
um extrato de consisténcia xaroposa. O extrato bruto etandlico obtido foi particionado entre
MeOH/H,0 9:1 e hexano, MeOH/H,0 1:1 e cloroférmio e MeOH/H,0 1:1 e acetato de etila
(Figura 9), resultando nas fracbes BGTRH (hexanica), BGTRC (cloroférmica), BGTRA
(acetato de etila) e BGTRHM (hidrometandlica). BGTRH, BGTRC e BGTRA foram
submetidas ao bioensaio de avaliagéo citotoxica frente a linhagens de células tumorais (MCF-
7, HEp-2, B16-F10).
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Raizes de G. thalictroides (3,14 Kg)

3. Moagem
4. Extracdo com EtOH

1. Pré-extracdo com EtOH
2. Secagem & sombra em temperatura ambiente

Extrato Etandlico

Particdo:

1. MeOH/H,0 (9:1) e Hexano
2. MeOH/H,0 (1:1) e CHCl,

3. MeOH/H,0 (1:1) e AcOEt

BGTRH BGTRC BGTRA BGTRHM
(1,9559 g) (4,4036 g) *) *)
Cromatografia em coluna de silica C-18
H,O-> MeOH gradiente
BGTRC-1 BGTRC-3 BGTRC-5 BGTRC-7
174,2 mg 108,7 mg 763,3 mg
BGTRC-2 BGTRC-4 BGTRC-6 BGTRC-8
147,3 mg 111,4 mg 312,4 mg 798,4 mg

*Estas fracBes foram mantidas em solucdo para evitar a degradagdo de seus constituintes quimicos
devido a presenga de compostos fendlicos da classe dos taninos.

Figura 9- Esquema da metodologia utilizada no estudo quimico das raizes de G. thalictroides.

A fracdo cloroférmica (BGTRC- 4,4036 g) foi submetida a cromatografia em coluna

(@ 7,0 cm x 6,5 cm) com silica C-18 [@ 40-60um (139,8 g)] e sob pressdo reduzida e, deste

processo, foram obtidas oito subfraces (Tabela 2), as quais foram testadas no bioensaio de

avaliagéo citotoxica frente a linhagens de células tumorais (MCF-7, HEp-2, B16-F10).
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Tabela 2 - Subfrac@es obtidas da cromatografia em coluna (& 7,0 cm x 6,5 cm) da fase
cloroférmica (3,8846 g) em silica C-18 e sob presséo reduzida.

FRACAO | ELUENTE | VOLUME (mL) | MASSA (mg)
BGTRC-1 H,0 500 1742
BGTRC-2 | H,0O /MeOH 8:2 500 1473
BGTRC-3 | H,0 /MeOH 6:4 500 108,7
BGTRC-4 | H,0 /MeOH 4:6 500 111,4
BGTRC-5 | H,0 /MeOH 2:8 300 187,6
BGTRC-6 | H,0 /MeOH 1:9 500 312,4
BGTRC-7 MeOH 500 7633
BGTRC-8 ACOEt 500 798,4

As fracOes e subfracfes citotoxicas com valores de ICso (Inibigdo do Crescimento de
50% das células) < 30 pg/mL foram selecionadas para a continuidade do estudo quimico

biomonitorado.

4.4.1 Estudo quimico da subfracdo BGTRC-6: isolamento da Substancia 1

A subfracio BGTRC-6 foi submetida a CLAE semi-preparativa em coluna
cromatografica C-18 (absorcdo em 254nm e fluxo de 14 mL/min), onde a mistura H,O/ACN
85% foi utilizada como eluente, resultando no isolamento de uma substancia (Substancia 1 —
116,3 mg), que teve sua estrutura molecular elucidada e o seu potencial citotoxico avaliado
frente a linhagens de células tumorais (OVCAR, B16-F10, MCF-7, 786-0 e UACCG62).

4.5 Avaliacdo da atividade antifungica e antibacteriana das fracdes obtidas na

particdo do extrato etandlico das raizes de G. thalictroides

4.5.1 Microrganismos utilizados

Os bioensaios de atividade antimicrobiana foram realizados com cepas padronizadas
do American Type of Culture Collection (ATCC-USA), disponiveis no Laboratério de
Microbiologia do Departamento de Farmacia da UFMS o qual esta sob a responsabilidade da
Prof?. Dr2, Marilene Rodrigues Chang. Nos testes da atividade antibacteriana foram utilizadas
trés cepas, sendo duas gram-positivas [Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Enterococcus
faecalis (ATCC 29218) e duas gram-negativas [Escherichia coli (ATCC 25922) e
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Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)], enquanto na avaliagdo antifungica foram usadas
cepas de Candida albicans (ATCC 90028) e Cryptococcus neoformans (ATCC 32045).

4.5.2 Meios de Cultura

Para o ensaio da atividade antibacteriana foi empregado o meio caldo Mueller-Hinton
preparado de acordo com as instrucbes do fabricante e com pH ajustado de 7,2 a 7,4 em
temperatura ambiente.

No teste de avaliacdo antiflngica foram utilizados os meios caldo Sabourand e RPMI-
1640 (com glutamina, sem bicarbonato e com indicador de vermelho de fenol) tamponado
com MOPS [&acido 3-(N-morfolino)-propanosulfonico] numa concentracdo final de 0,165
mol/L, pH 7,0.

4.5.3 Preparo do in6culo bacteriano

O preparo do indculo bacteriano foi realizado conforme a norma M7-A6 do NCCLS
(2003). Cada cepa-estoque bacteriana foi transferida do meio de manutengdo para um tubo
contendo caldo de cérebro e coragdo (Brain Heart Infusion — BHI) (Merk) e incubada por 18
horas a 35°C. Aliquotas das suspensdes bacterianas foram transferidas para placas de Petri
com agar Mueller-Hinton (Merck) e incubadas a 35°C, por aproximadamente 24 horas,
visando o isolamento de col6nias jovens. Passado o periodo de incubacdo, 4 a 5 col6nias
foram transferidas para um tubo de ensaio contendo 5 mL de solucéo salina estéril (0,85%) e
homogeneizadas. A turvacdo da suspensao celular foi ajustada de modo a obter uma turbidez
optica semelhante a da solucdo-padrdo McFarland de 0,5 o que corresponde a
aproximadamente 1 a 2 x 10° unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL). Esta
solucdo foi entdo diluida (1:10) para obter o inéculo com concentracéo de 10” UFC/mL. Esta
suspensdo foi diluida em caldo de modo que a concentracdo final de bactérias do teste
resultou em, aproximadamente, 5x10°> UFC/mL ou 5x10* UFC/pogo (NCCLS - NORMA M7-
A6, 2003).
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4.5.4 Preparo do in6culo dos fungos leveduriformes

Foi realizado de acordo com a norma M27-A2 do NCCLS (2002). Para assegurar a
pureza e viabilidade das culturas jovens, as leveduras foram repicadas em agar Sabourad
dextrose (Merck) por, no minimo, duas vezes e, em seguida, incubadas a 37°C durante 24
horas para as espécies de Candida e por 48 horas para C. neoformans. Foram selecionadas
entre 4 a 5 coldnias de leveduras de, aproximadamente, 1 mm de didmetro, as quais foram
suspendidas em 5 mL de solucdo salina a 0,85% e agitadas vigorosamente de modo a se obter
uma turbidez Optica comparavel a da solugdo-padrdo McFarland de 0,5 (correspondente a 1 a
5x10° células/mL). Em seguida, foi realizada uma diluicdo 1:50 e depois 1:20 da suspens&o
padrédo com meio liquido RPMI 1640 para se obter uma concentracéo de 1 a 5x10° UFC/mL.
Cem microlitros desse indculo foram adicionados aos pocos das microplacas, resultando em
uma diluicdo (1:1) a qual resultou na concentracéo desejada de inéculo de 0,5 a 2,5 x 10°
UFC/mL (NCCLS - NORMA M27-A2, 2002).

4.5.5 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM)

As amostras foram inicialmente dissolvidas em dimetilsulféxido (DMSO) de modo a
se obter uma concentracdo de 20.000 ug/mL. Estas solugdes foram diluidas em meio de
cultura adequado na proporcdo de 1:10 (2000 ug/mL) e 100 uL foram adicionados, em
duplicata, aos pogos das colunas 3 e 4 das microplacas conforme ilustrado na Figura 10. As
solucBes 2000 pg/mL que foram adicionadas aos pocos da coluna 4 foram diluidas para 1000
ug/mL devido a adi¢do prévia de 100 puL de meio de cultura nos pogos das colunas 4 a 10.
Assim, a partir dos pogos da coluna 4 foram realizadas diluigdes sucessivas das amostras
resultando nas concentracGes de 1000,0; 500,0; 250,0; 125,0; 62,5; 31,2; 15,6 pg/mL. Em
sequida, foram adicionados 100 pL da suspensdo do inoculo nos pogos da coluna 3 a 10,
resultando nas concentragdes finais de 1000, 500, 250, 125, 62,5; 31,25; 15,625 e 7,8125
ug/mL, respectivamente. Os pocos da coluna 1 (controle de esterilidade) continham apenas
200 puL do meio de cultura em questdo, enquanto 0s pog¢os da coluna 2 foram destinados ao
controle de turbidez, onde foram adicionados a amostra (100 pL) e o meio de cultura em
questdo (100 pL) e tinha por finalidade observar a ocorréncia de alguma turbidez ou
precipitagdo provocada pela amostra. Os pogos da coluna 11 foram destinados ao controle

padrdo com os antimicrobianos cloranfenicol (no teste antibacteriano) e anfotericina B (no
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teste antifungico) e, finalmente, os pocos da coluna 12 foram destinados ao controle de

crescimento, o qual continha 100 pL do meio + 100 puL do indculo.

As placas foram incubadas a temperatura de 35°C, sendo que o tempo de incubagéo
dependeu da cepa testada, variando de 24 horas para as cepas bacterianas, 48 horas para a
cepa fungica de Candida albicans e 72 horas para a cepa fdngica de Criptococcus
neoformans. Apos o periodo de incubacéo, procedeu-se a leitura visual para determinacéo da
CIM, a qual consiste na menor concentracdo da amostra que impediu o crescimento visivel do

microorganismo no teste. FracGes que apresentaram CIM < 1000ug/mL foram consideradas

ativas.
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Figura 10 - Representacdo da microplaca de 96 pogos indicando o protocolo utilizado para a
execucdo da avaliacdo antimicrobiana das fragdes do extrato etandlico das raizes de

G. thalictroides.
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4.5.6 Fracoes do extrato etandlico das raizes de G. thalictroides que foram testadas na

avaliacdo antimicrobiana

As fracdes BGTRH (hexanica), BGTRC (cloroférmica), BGTRA (acetato de etila) e
BGTRHM (hidrometandlica) resultantes da particdo do extrato etandlico das raizes de G.
thalictroides foram submetidas a avaliagdo de seus potenciais antimicrobianos pelo método da
microdiluicdo em caldo.

A suspeita da presenca de compostos fendlicos da classe dos taninos nas fracdes
acetato de etila e hidrometandlica motivou a realizacdo de um procedimento de extracdo de
taninos das mesmas, bem como a avaliacdo da atividade antimicrobiana das subfracoes
tanantes e nao tanantes. Para isso, 500 mg das fracdes BGTRA e BGTRHM foram
solubilizados em 50 mL de &gua destilada e deixados sob agitacdo durante 30 minutos com 2
g de po de pele (Merck). Passado este periodo, as solugdes foram filtradas em papel de filtro e
os filtrados foram submetidos a uma nova agitacao durante 30 minutos com mais 2 g de p6 de
pele. Os filtrados foram concentrados até secura, originando as subfracBes ndo tanantes
BGTRA-NT e BGTRHM-NT uma vez que, no caso da existéncia de taninos nas fracdes, estes
ficariam aderidos ao p6 de pele. As subfracbes ndo-tanantes tiveram 0s seus potenciais
antimicrobianos avaliados a fim de determinar se, no caso de atividade antimicrobiana
positiva nas fracdes acetato de etila (BGTRA) e hidrometandlica (BGTRHM), esta seria

atribuida as subfracfes ndo-tanantes ou aos taninos (que ficariam aderidos ao po de pele).

4.5.7 Metodologia de quantificacdo de taninos

Optou-se também por realizar a quantificacdo de taninos nas fracdes BGTRA,
BGTRHM e nas raizes de G. thalictroides. Um segundo extrato, produzido a partir de 79 g de
raizes de G. thalictroides foi preparado por meio de um procedimento mais adequado para a
extracdo de taninos. As raizes da planta foram secadas a temperatura ambiente e, em seguida,
moidas. A extracdo foi realizada exaustivamente com acetona/agua (3:1), a uma temperatura
de aproximadamente 50°C. O extrato obtido foi filtrado ainda quente em papel de filtro e, em
seguida, concentrado sob presséo reduzida, em evaporador rotatorio, até a eliminacao de toda
acetona. O extrato aquoso concentrado (500 mL), chamado de GTEZ2, foi armazenado sob
refrigeracdo até o momento da quantificacao.

O método de quantificacdo foi realizado em duas etapas: a determinagdo dos

polifendis totais e a determinacao dos polifendis nao tanantes.
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Durante a determinacdo dos polifendis totais, preparou-se uma solu¢do 160 pg/mL da
amostra BGTRHM, uma solucdo 80 pg/mL da amostra BGTRA e uma solugdo 1:125 da
amostra GTE2. A 0,5 mL das solugGes adicionou-se 0,5 mL do reativo de Folin-Denis e 5mL
de solucdo de carbonato de sodio 20%. Apo6s 20 minutos, as medidas de absorbancia das
solugdes foram determinadas em espectrofotometro (Biospectra, modelo SP22) a 660 nm. As
concentragfes das solucBes das amostras foram determinadas apOs Vérias tentativas de
diluicbes, de modo a se obter, apds a reacdo de quantificacdo de polifendis totais, uma
absorbancia na faixa de 0,3 a 0,6. Para a obtencdo da equacdo da reta, utilizou-se como
padrdo uma solucéo de &cido tanico a 100 pg/mL.

Para se determinar o teor em polifenois ndo tanantes, foram utilizadas solugdes cinco
vezes mais concentradas que as solugdes empregadas na determinacao dos polifendis totais. A
10 mL das solucBes mais concentradas foram adicionados 100 mg de pé de pele (Merck). A
mistura permaneceu sob agitacdo durante 1 h. Apos este periodo, os materiais foram filtrados
em papéis de filtro e os filtrados obtidos foram entdo diluidos numa raz&o 1:5. Estas solucées
tiveram seus contetdos de polifendis ndo adsorvidos no po de pele (ndo tanantes)
determinados de maneira idéntica aos polifendis totais.

A diferenga entre o teor em polifendis totais e o teor em polifendis ndo tanantes,
corresponde aos polifendis que ficaram adsorvidos no p6 de pele, ou seja, ao teor de
substancias tanantes no extrato e fragdes analisados.

4.6 Avaliacdo citotoxica das fracOes e subfracGes do extrato etandlico das raizes

de G. thalictroides: ensaio com Sulforrodamina B

Os testes foram realizados no Laboratdrio de Biologia Molecular e Culturas Celulares
localizado no Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (CCBS) na Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS) sob a responsabilidade da Prof® Dr2 Maria de Fatima Cepa
Matos conforme metodologia j& padronizada (SIMIONATTO et al., 2009; BOGO et al.,
2010).

4.6.1 Linhagens celulares utilizadas

A linhagem celular HEp-2 foi adquirida no Instituto Adolpho Lutz e a linhagem B16-
F10 foi doada pelo Prof. Dr. Auro Nomizo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de

Ribeirdo Preto — USP. As outras linhagens foram doadas pelo Prof. Dr. Jodo Ernesto de
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Carvalho do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas, CPQBA-

Unicamp (Tabela 3).

Tabela 3 - Linhagens celulares utilizadas na avaliacdo citotdxica das fracdes, subfracdes e
substancia pura de Galianthe thalictroides (Rubiaceae).

Origem da célula Nome Procedéncia Meio de cultura
Carcinoma de mama MCF-7 ATCC-HTB-22 RPMI
Carcinoma de laringe HEp-2 ATCC-CCL-23 DMEM
Carcinoma de ovario OVCARO03 | ATCC-HTB-161 RPMI

Carcinoma de rim 786-0 ATCC-CRL-1932 RPMI

Células de melanoma murino | B16-F10 | ATCC-CRL-6322 RPMI
Células de melanoma UACC-62 - RPMI

Todas as linhagens celulares foram mantidas congeladas em nitrogénio liquido (-
196°C). Para a realizacdo dos ensaios, cada linhagem foi descongelada e cultivada em frascos
estéreis na presenca de meio de cultura DMEM ou RPMI 1640 (Tabela 6), contendo 10 % de
soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina, 0,1 mg/mL de estreptomicina e 0,25 pg/mL de
anfotericina (meio completo) e mantidas a 37 °C em atmosfera imida contendo 5% de CO
(FRESHNEY, 2005; VICHAI E KIRTIKARA, 2006).

4.6.2 Procedimento da avaliacdo citotoxica das fracOes e subfracbes do extrato

etandlico de G. thalictroides

As células foram removidas das garrafas com a adicdo de solucéo de tripsina (0,25% +
EDTA 1 mM) em tampéo PBS, pH 7,4 e transferidas para tubos conicos contendo meio de
cultura completo. Apds centrifugacdo (1000 rpm por 4 minutos), o meio de cultura e a tripsina
foram desprezados e as células decantadas foram ressuspendidas em meio completo. Para a
determinacdo do numero de células viaveis, a suspensdo celular foi diluida em solucdo de
Trypan Blue® 0,4% e contada em camara de Neubauer utilizando microscopio 6ptico
invertido (Zeiss, modelo Axiovert 25). Em cada cavidade da placa de 96 pocos foi depositado
um volume de 100 uL de meio de cultura completo contendo 12.000 células (120.000/mL).

ApoOs 24 horas foram adicionadas as amostras dos extratos e fraces previamente
solubilizadas em dimetilsulféxido (DMSO) de modo a se obterem concentragdes finais de
250,00; 25,00; 2,50 e 0,25 pg/mL. A maior concentragdo de DMSO nao excedeu 0,40%.
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No controle negativo, as células cresceram na auséncia de qualquer composto e
contendo somente meio de cultura. Em todos os testes foi utilizado como controle positivo
Cisplatina [cis-diclorodiamino-platinum (I1)] (Sigma) e/ou Doxorrubicina (Eurofarma). Todas
as placas foram novamente mantidas na mesma incubadora a 37 °C, até o final do periodo de
exposicao das células aos compostos-testes (48 h). Passado este periodo, o meio foi removido
e substituido por 100 pL de TCA 20%. As placas foram incubadas por 30 minutos a 4 °C em
geladeira e, posteriormente, a solucdo TCA foi removida e as placas lavadas 5 vezes com
agua corrente. Adicionou-se aos orificios das placas 50 uL de SRB 0,1% (diluida em acido
acético 1%) e estas foram novamente incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente.
Apds a remocao da solucdo de SRB, as placas foram lavadas 4 vezes com &cido acético 1% e
secadas. Adicionou-se entdo aos orificios das placas 100 pL de Tris Base 10mM (Sigma) com
subsequente agitacdo durante 15 minutos para a dissolucdo das proteinas coradas. A
absorbancia foi medida a 540 nm em leitor de microplacas (Thermoplate, modelo Tp Reader).

Foram calculadas as médias das absorbancias descontadas de seus respectivos brancos
e entdo a inibicdo de crescimento de 50% (lsp) de cada amostra foi calculada a partir das
formulas abaixo (MONKS et al. 1991):

o T>C,adroga estimulou o crescimento, portanto, ndo é possivel o calculo da ICso;
o SeT>Tye<C, (efeito citostatico): ICso = 100 X [(T-To)/(C-To)];
o Se T< Ty (efeito citocida): 1Cso = 100 X [(T-To)/(To)]-

Sendo que T é a média da absorbancia das células tratadas com as amostras, C € a
média da absorbancia das células ndo tratadas e Ty € a média da absorbancia do controle das
celulas no dia da adicdo das amostras. A ICsy foi determinada graficamente em programa
para graficos e andlises de dados (Microcal Origin Versdo 6.0) e Microsoft Office Excel
2007. FragOes que apresentaram ICsp < 30ug/mL foram selecionadas para dar continuidade
ao estudo quimico biomonitorado, segundo protocolo do American National Cancer Institute
(NCI) para ensaios preliminares (SULFNESS e PEZZUTO, 1990 apud ITHARAT et al.,
2004; MONKS et al., 1991).
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Em experimentos preliminares observou-se que o extrato etandlico das raizes de
G.thalictroides, ap6s evaporacdo do solvente, sofria acelerada degradacédo, resultando em
material solido resinoso (empedrado). Esta transformacdo é comumente observada em

extratos contendo elevado teor de taninos.

Para evitar a degradacéo, o extrato etanolico produzido teve seu volume reduzido e,
sequencialmente, foi submetido a cromatografia liquido-liquido (item 4.4, p.32) com a
finalidade de separar seus constituintes quimicos por grau de polaridade, evitando uma
possivel complexacdo dos taninos com 0s componentes quimicos de baixa e média
polaridade. Portanto, a avaliacdo do potencial antimicrobiano das raizes de G.thalictroides,
bem como o seu estudo quimico monitorado pela atividade citotoxica in vitro, foram

realizados a partir das fraces do extrato etandlico.

Foi realizado o teste de prospeccao para deteccdo e classificacdo de taninos utilizando-
se solucdo de cloreto férrico, cujo resultado foi positivo. Na presenca dessa solucdo, 0s
taninos hidrolisdveis produzem uma forte coloracdo azul, enquanto que 0s taninos
condensados exibem uma forte coloracdo verde (SANTOS E MELLO, 2004). O teste quimico
do extrato etandlico das raizes de G. thalictroides indicou a presenca de taninos condensados.

Os taninos possuem a habilidade de formar complexos insolliveis com proteinas,
gelatinas e alcaloides (SANTOS e MELLO, 2004) e, possivelmente, foram responsaveis pela
degradacdo do extrato durante a secagem. Além disso, a capacidade de complexacdo dos
taninos com alcaloides é indesejada no estudo quimico biomonitorado de G.thalictroides,
considerando que a familia Rubiaceae destaca-se por possuir varios representantes produtores
de alcaloides, muitos dos quais sdo bioativos. Segundo Cordell et al. (2001), foram estudados
até o ano de 2001, 57 géneros e 181 espécies dessa familia, o que resultou no isolamento de
cerca de 680 alcaloides. Rubiaceae produz alcaloides pertencentes a mais de dez classes
diferentes, onde se destacam os isoquinolinicos, com 44 substancias elucidadas; os
quinolinicos com 70 alcaloides; e os inddlicos, com 391 compostos isolados (CORDELL et
al., 2001).
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5.1 Avaliacao antifungica e antibacteriana das fraces do extrato etanolico de G.
thalictroides: método da microdilui¢cdo em caldo

A atividade antimicrobiana das fracbes do extrato etandlico das raizes de G.
thalictroides foi avaliada pelo método da microdiluicdo em caldo (Norma M27-A2: NCCLS,
2002; Norma M7-A6: NCCLS, 2003) e os resultados obtidos encontram-se na Tabela 4 e na
Tabela 5. Conforme relatado no item 4.4 (p. 32), o fracionamento do extrato etandlico
resultou nas fracbes BGTRH (hexanica), BGTRC (cloroférmica), BGTRA (acetato de etila)
e BGTRHM (hidrometandlica), as quais tiveram seus potenciais antibacterianos testados
frente a Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa e seus potenciais antifingicos testados frente a Candida albicans e Cryptococcus
neoformans.

Em relacdo a atividade antibacteriana, as fracdes BGTRH e BGTRC foram ativas na
concentracdo de 1000 pg/mL: BGTRH frente a E. faecalis e E.coli e BGTRC frente a E.
coli. Apesar de essas fracOes apresentarem atividade na maior concentracdo testada, a
continuidade do estudo quimico visando a busca de compostos antibacterianos € viavel,
considerando que as fracdes podem conter substancias antagonistas, as quais, se separadas
durante o procedimento de fracionamento dos componentes quimicos, poderiam revelar
subfracdes e/ou substancias puras mais ativas.

A fracdo BGTRA apresentou CIM= 500ug/mL frente a S. aureus e CIM= 1000ug/mL
frente a P.aeruginosa, enquanto a fracio BGTRHM maostrou atividade antibacteriana frente a
todas as cepas testadas. Para esta Gltima fracdo, E. faecalis foi a cepa mais sensivel

(CIM=62,5 pg/mL), seguida por S. aureus (CIM=125 ug/mL) (Tabela 4).

Nota-se que nas fracdes acetato de etila e hidrometandlica, as cepas Gram-positivas
foram mais suscetiveis do que as Gram-negativas. Isto pode estar relacionado ao fato das
bactérias Gram-negativas possuirem uma membrana externa, que constitui uma barreira
resistente a penetracdo de varios agentes antimicrobianos, além de um espaco periplasmatico
que contém enzimas, as quais sdo capazes de inativar alguns antibioticos e a presenca de
bombas de efluxo, que expulsam substancias estranhas para fora das células (RANG et al.,
2004). Estes mecanismos, consequentemente, tornam esses microrganismos mais resistentes.

Suspeitou-se de que a atividade antimicrobiana das fracbes de maior polaridade
(acetato de etila e hidrometanolica) poderia estar relacionada com a presenca de compostos



5 RESULTADOS E DISCUSSAO 44

fendlicos da classe dos taninos. O teste de prospec¢do de BGTRA e BGTRHM utilizando-se

solucdo de cloreto férrico indicou a presenca de taninos condensados.

Tabela 4 - Resultados da avaliagcdo do potencial antibacteriano das fracdes do extrato etandlico
das raizes de G. thalictroides e das subfracdes tanantes e ndo tanantes de BGTRA ¢

BGTRHM.
Amostras Concentragao Inlb_ltorla M|n|r.na (CIM) pg/r_nL
S. aureus | E. faecalis E. coli P. aeruginosa
BGTRH I* 1000,0 1000,0 |
BGTRC | | 1000,0 |
BGTRA 500,0 | | 1000,0
BGTRA-NT | | | |
BGTRHM 125,0 62,5 500,0 1000,0
BGTRHM-NT | | | |
Cloranfenicol 1,0 0,5 0,5 8,0
*Inativo

Assim, BGTRA e BGTRHM sofreram um procedimento de extracdo de taninos (item
4.5.6, p.38) e as subfragbes ndo tanantes (BGTRA-NT e BGTRHM-NT) foram avaliadas
guanto a atividade antibacteriana.

Foi observado que as bactérias que apresentaram sensibilidade frente as fracdes
BGTRA e BGTRHM foram resistentes as respectivas subfracbes ndo tanantes. Essa
constatacdo indica que os taninos presentes em BGTRA e BGTRHM, os quais ficaram
retidos no p6 de pele, sdo os responsaveis pela atividade antimicrobiana frente as cepas
sensiveis a BGTRA e BGTRHM. Este resultado esta em concordancia com Scalbert (1991) e
Chung et al. (1998), que comprovaram o potencial antimicrobiano dos taninos.

A avaliagdo do potencial antifingico das amostras também foi realizada pelo método
da microdilui¢do em caldo e os resultados encontram-se listados na Tabela 5. Em relacdo a
cepa de C. albicans, apenas a fracdo cloroférmica foi capaz de inibir o seu crescimento
(CIM= 1000 pg/mL), indicando que os compostos de média polaridade desta fracdo sdo os
responsaveis por esta atividade. C. neoformans, por outro lado, apresentou sensibilidade

frente a quase todas as amostras testadas.
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Tabela 5 - Resultados da avaliagdo do potencial antifiingico das fragdes do extrato etandlico das
raizes de G. thalictroides e das subfracdes tanantes e ndo tanantes de BGTRA e

BGTRHM.
Ammostras Concentrr?u;ao Inibitéria Minima (CIM) pg/mL
C. albicans C. neoformans
BGTRH I* 125,00
BGTRC 1000,00 250,00
BGTRA | 250,00
BGTRA-NT | |
BGTRHM | 31,25
BGTRHM-NT | |
Anfotericina B 0,25 0,25
*Inativo

A fracdo BGTRHM apresentou CIM= 31,25 pg/mL frente a C. neoformans, enquanto
a fracdo BGTRA apresentou CIM=250 pg/mL. As subfracbes ndo tanantes dessas fracoes
foram inativas frente a este microrganismo indicando que, possivelmente, os taninos que
ficaram aderidos ao po de pele sdo os responsaveis pela atividade antifingica observada.
Considerando-se a importancia atribuida aos taninos nos resultados apresentados e a
constatacdo da degradacdo do extrato etanolico das raizes de G. thalictroides durante o
processo de secagem, decidiu-se determinar o teor desta classe de substancias nas raizes de
G.thalictroides e nas fracdes BGTRA e BGTRHM (item 4.5.6, p.38).

Para a determinacdo do teor de taninos totais nas raizes e nas fracfes utilizou-se a
equacdo da curva de calibracdo: y=0,0072x+0,0042, obtida a partir das diferentes
concentracdes de acido tanico padrdo. Este padrdo foi utilizado por caracterizar os taninos
totais no método espectrofotométrico (PANSERA et al., 2003). A curva de calibracdo

obtida encontra-se na Figura 11.
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Figura 11 - Curva de calibracdo de taninos totais — concentragdo de acido tanico em pg/mL
versus Absorbancia (ABS); Equacéo da reta: Absorbancia = a.c+b; Erro do ajuste:
0,9996.

Em relacdo ao método de extracdo para a quantificacdo dos taninos nas raizes de G.
thalictroides, empregou-se um procedimento visando o0 méximo de extratibilidade. As raizes
foram secas ao ar livre e a sombra, de modo a se obter uma maior preservacdo do teor
desses compostos. A acetona foi selecionada como um dos solventes extratores por ser
capaz de bloquear a associacdo tanino-proteina e a &gua, 0 outro solvente extrator, por
aumentar o rendimento da extracdo dos compostos fendlicos (SANTOS e MELLO, 2006).

A Tabela 6 mostra os valores resultantes da quantificacdo dos taninos totais (%
equivalente em acido tanico) presentes nas raizes de G.thalictroides e nas fracbes BGTRA e
BGTRHM.

Tabela 6 - Resultados quantitativos da determinacdo do teor de taninos nas raizes de
G.thalictroides e nas fraces BGTRA e BGTRHM (% equivalente ao 4cido tanico).

Amostra Polifendis totais Polifendis ndo tanantes Teor de taninos
(9%) (9%) (9%)
Raizes de
G.thalictroides 5,04 0,72 4,32
BGTRA 75,54 21,61 53.93
BGTRHM 35,54 4.44 3110

O teor de taninos determinado nas raizes de G. thalictroides, equivalente a 4,32g% é
suficiente para justificar a degradacdo observada quando da secagem do extrato etandlico.
Considerando-se que as fibras sdo constituintes da parede celular de tecidos associados a
caules, folhas e raizes de todas as plantas vasculares, inclusive as herbaceas, e que uma
consideravel porcdo destas € insollvel - e, portanto ndo compde os extratos obtidos para 0s

estudos fitoquimicos — pode-se inferir que a concentracdo de taninos em g% no extrato
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preparado para o experimento de quantificagdo de taninos nas raizes de G. thalictroides

apresentard uma teor ainda maior do que aquele determinado no peso seco das raizes.

A quantificacdo do teor de taninos nas fracbes BGTRA e BGTRHM mostrou que
BGTRA concentrou a maior parte dos taninos presentes nas raizes da planta, como pode ser
observado pelo teor determinado de 53,93 g%. A fragdo BGTRHM também apresentou um
alto teor de taninos, correspondente a 31,10 g%. Assim, 0s potenciais antimicrobianos mais
expressivos em BGTRA e BGTRHM estdo em concordancia com os teores elevados de
taninos observados nestas fragdes. E possivel observar também que, apesar do maior teor de
taninos na fracio BGTRA, aqueles encontrados na fracdo BGTRHM apresentaram uma

maior atividade antimicrobiana, constatado pela comparacdo das CIMs dessas fragoes.

Acredita-se que os possiveis modos de acdo que justificam as atividades antifungicas e
antibacterianas dos taninos estdo relacionados a trés caracteristicas gerais que sao comuns em
maior ou menor grau aos dois grupos, condensados e hidrolisaveis (HASLAM, 1996):

o Complexagdo com ions metélicos (ferro, manganés, vanadio, cobre, aluminio, célcio,
entre outros);

o Atividade antioxidante e seqiestradora de radicais livres;

o Habilidade de complexar com outras moléculas, como proteinas e polissacarideos.

Segundo Zhu et al. (1997) os taninos também podem atuar de forma seletiva, ligando-
se especificamente a receptores.

A viabilidade do uso dessa classe de substancias como futuros medicamentos é
bastante controversa. Os taninos sdo considerados agentes antinutricionais por consequéncia
das caracteristicas supracitadas (precipitacdo de proteinas, polissacarideos, complexacdo de
ions metalicos) entre outras, tais como inibicdo de enzimas digestivas. Ha relatos da relagédo
dessas substancais com alguns tipos de cancer e, ainda, hepatotoxicidade. Por outro lado, os
taninos também estdo relacionados com atividades antimutagéncia, anticarcinogénica,
antifingica, antibacteriana e antiviral (inclusive anti-HIV) (CHUNG et al., 1998).

Portanto, ainda é preciso estabelecer com maior clareza a quantidade e qualidade de
taninos responsaveis por efeitos desejaveis ao organismo humano daquelas responsaveis pelas
atividades nocivas. Este discernimento trard grandes avangos e novas perspectivas para
diversas areas da salde, como a infectologia, que carece de novas op¢des terapéuticas para o

tratamento de doencas fungicas, bacterianas e virais.
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5.2 Avaliacao citotdxica das fracdes e subfracdes do extrato etandlico das raizes
de G. thalictroides: ensaio com Sulforrodamina B (SRB)

A avaliacdo citotdxica das fracdes do extrato etanolico das raizes de G. thalictroides
foi realizada pelo ensaio colorimétrico com SRB. O teste de citotoxicidade adotado baseia-
se na ligacdo dos dois grupos sulfénicos da SRB as proteinas das células tumorais viaveis,
as quais sdo fixadas nos pogos da microplaca por meio da precipitacdo das proteinas pelo
acido tricloroacético. Trata-se de um ensaio sensivel, simples, reprodutivel e mais rapido do
que os ensaios de citotoxicidade realizados com sais de formazan (MONKS et al., 1991,
HOUGHTON et al., 2007).

As fragOes cuja avaliacdo do potencial citotdxico in vitro resultou em 1C5,<30ug/mL
foram selecionadas para dar prosseguimento ao estudo quimico biomonitorado. Este critério
foi utilizado por ser o0 mesmo adotado pelo NCI nos testes preliminares de citotoxicidade
visando a busca de substancias anticancer (MONKS et al., 1991; SUFFNESS e PEZZUTO,
1990 apud ITHARAT et al., 2004). Assim, dentre as fracdes BGTRH (Hexanica), BGTRC
(Cloroférmica) e BGTRA (Acetato de Etila), somente BGTRC e BGTRA apresentaram
IC50<30 pg/mL frente as células para as quais foram testadas: melanoma murino (B16-F10),

carcinoma de mama (MCF-7) e carcinoma de laringe (HEp-2) (Tabela 7).

BGTRC foi fortemente citotdxica, apresentando 1Csq inferior a cisplatina (controle
positivo) frente a B16-F10 (1C50=0,01 pg/mL) e MCF-7 (I1C5,=0,01 pg/mL), além de ter
sido ativa frente a HEp-2 (IC50=7,6 pug/mL). A fracdo BGTRA foi ativa frente a HEp-2
(IC50=11,9 pug/mL) e MCF-7 (IC50=28 pg/mL).

Tabela 7 - Efeito citotoxico (*ICsp) das frages organicas do extrato etandlico das raizes de
Galianthe thalictroides em células neoplésicas ap6s periodo de incubacdo de 48
horas. *I1Cs,: Dose que inibe 50% do crescimento celular (microgramas /mL), média.

Efeito citotéxico (" 1Cs) pg/mL
Amostras
B16-F10 Hep-2 MCF-7
BGTRH 66,50 126,00 41,30
BGTRC 0,01 7,60 0,01
BGTRA 71,90 11,90 28,00
Cisplatina 6,40 1,50 6,30

Constam na literatura estudos quimicos e bioldgicos de apenas duas espécies
pertencentes ao género Galianthe (item 2.2.1, p. 27), sendo que ambas foram submetidas a

avaliacdo do potencial citotoxico in vitro frente a linhagens de células tumorais (MOURA et
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al., 2006; AGUIAR et al., 2008). O extrato metandlico bruto das partes aéreas de G.
brasiliensis apresentou atividade citostatica (inibicdo do crescimento celular) na
concentracdo de 250 pg/mL frente as linhagens MCF-7(carcinoma de mama), OVCAR
(carcinoma de ovério) e NCIADR (carcinoma de ovario resistente), expressa em
porcentagem de inibicdo de crescimento (100, 70 e 53%, respectivamente). Na concentragio
de 25 pg/mL o mesmo extrato foi responsavel por uma inibicdo de crescimento equivalente
a 66% frente a linhagem K-562 (leucemia linfoide), sendo que na concentracdo de 250
pug/mL foi relatado um efeito citocida (morte celular) de 65% (MOURA et al., 2006). O
extrato metandlico das flores da espécie G. ramosa apresentou baixa acao citotoxica, pois,
na maior concentragéo testada (1000 pg/mL), inibiu fracamente a proliferacdo das linhagens
celulares tumorais avaliadas: 22% (K-562) e 17% (S-180) (AGUIAR et al., 2008).

Os resultados da avaliacdo citotdxica in vitro das fracdes de G. thalictroides foram
expressos na forma de 1Csg, conforme protocolo do NCI (MONKS et al., 1991; SUFFNESS
e PEZZUTO, 1990 apud ITHARAT et al., 2004). Porém, para fins comparativos com 0s
resultados obtidos no estudo de G. brasiliensis, foi determinada a porcentagem de inibi¢ao
do crescimento celular das fracdes do extrato etandlico das raizes de G. thalictroides frente
a linhagem MCF-7. Esta linhagem foi selecionada por ter sido testada nas duas espécies (G.

brasiliensis e G. thalictroides) e os resultados encontram-se listados na Tabela 8.

Tabela 8 - Porcentagem de inibicao de crescimento das fracbes BGTRH, BGTRC e BGTRA
frente a linhagem MCF-7 nas concentragdes de 25ug/mL e 250pg/mL.

% de Inibicdo do Crescimento (=100 - % de crescimento)
Amostras
25ug/mL 250pg/mL
BGTRH 28,44+3,90 (citostatico) 68,24+6,70 (citocida)
BGTRC 59,67+2,10 (citocida) 57,00£1,10 (citocida)
BGTRA 48,00+3,00 (citostatico) 3,40+2,50 (citocida)

As fracdes BGTRH, BGTRC e BGTRA foram consideravelmente mais ativas que o
extrato metanolico das partes aéreas de G. brasiliensis, uma vez que BGTRC (nas
concentracdes de 25 e 250ug/mL), BGTRH e BGTRA (nas concentragfes de 250ug/mL)
apresentaram atividade citocida, uma vez que houve uma reducdo na absorbancia (T)
referente & medicdo da quantidade de proteinas (as quais indicam a quantidade de celulas
viaveis presentes no teste) ao final do periodo de incubacdo das amostras em relacdo a
quantidade de proteinas presentes no inicio do teste (To), ou seja, T<Ty. O efeito maximo

relatado para o extrato metandlico de G.brasiliensis foi uma inibicdo do crescimento da
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linhagem celular (efeito citostatico) de 100% (T=T,) na concentracdo de 250 pg/mL.

BGTRC apresentou efeito citocida de aproximadamente 60% em ambas
concentracdes apresentadas na Tabela 9, 0 que estda em concordancia com o valor de sua
ICso (0,01pg/mL), indicativo de uma potente atividade citotoxica. A fragio BGTRH
apresentou um efeito citocida superior ao de BGTRC na concentragdo de 250 pg/mL,
entretanto, na concentracéo de 25 pg/mL, BGTRH foi fracamente ativa, uma vez que inibiu
apenas 28,44% do crescimento celular. Segundo o critério seguido pelo NCI para estudos
preliminares de extratos e fracdes, a fracdo BGTRH ndo é considerada suficientemente
citotoxica frente a MCF-7 para que seja dada continuidade ao seu estudo quimico
monitorado pela atividade citotoxica (ICs,>30 pg/mL). Mesmo assim, os resultados obtidos
para esta fracdo apontam um efeito citotoxico mais potente do que o apresentado para o

extrato metandlico das partes aéreas de G. brasiliensis.

Devido a potente atividade citotdxica apresentada, a fracdo BGTRC foi selecionada
para dar continuidade ao estudo quimico. Esta amostra foi submetida a cromatografia em
silica C-18 (item 4.4, p. 32) (Figura 9, p.33; Tabela 2, p.34) e as subfracdes resultantes
tiveram seus potenciais citotoxicos avaliados frente as linhagens B16-F10, HEp-2 e MCF-7
(Tabela 9, p.50).

Dentre as linhagens testadas, a subfracdo BGTRC-1 apresentou seletividade frente a
MCF-7 (ICso= 4,40 pg/mL), sendo inativa para as outras linhagens testadas, enquanto
BGTRC-2 apresentou atividade citotoxica potente (ICsp= 1,05 pg/mL) frente & linhagem
MCF-7, além de apresentar atividade frente a B16-F10 (ICsp= 11,00 pg/mL). A fracédo
BGTRC-8 foi ativa frente as linhagens B16-F10 e MCF-7 (ICso= 14,60 e 15,10 pg/mL,
respectivamente), mostrando-se inativa em HEp-2 (ICso > 30,00 pg/mL). As subfracbes
BGTRC-3 e BGTRC-7 foram mais citotoxicas que o controle positivo (cisplatina) frente as
linhagens MCF-7 e B16-F10, enquanto BGTRC-4, BGTRC-5 e BGTRC-6 foram mais

citotoxicas que o controle positivo frente a todas as linhagens testadas.

BGTRC-6 também foi mais citotoxica (IC50<0,01pg/mL) do que a fragdo
antecessora BGTRC, de modo que, possivelmente, os componentes ativos de BGTRC
concentraram-se nesta subfracdo, resultando em um efeito citotoxico sinérgico. Este
resultado levanta a hipétese de que BGTRC-6 contenha 0s principais componentes ativos

relacionados com a possivel atividade anticancer de G. thalictroides.

A andlise dos resultados observados evidenciou a existéncia de fundamento no uso

popular de G.thalictroides como remédio anticancer, o que a torna, portanto, uma fonte
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promissora de novos prototipos de agentes quimioterapicos.

Todas as subfracBes obtidas apresentaram atividade citotoxica frente as linhagens de
células tumorais num grau moderado (10,00 <IC5,<30,00 pg/mL) a elevado (IC5,<10,00
pHg/mL) e, portanto, continuardo sendo estudadas quimicamente com a finalidade de isolar e

identificar os componentes quimicos responsaveis pelas atividades citotdxicas observadas.

Tabela 9 - Efeito citotéxico (ICsp) das subfracdes da fracdo BGTRC apés cromatografia em
coluna com silica C-18.

A Efeito citotdxico (1Csq) ng/mL
mostras B16-F10 Hep-2 MCF-7
BGTRC-1 >250,000 >250,000 4,400
BGTRC-2 11,000 9,700 1,050
BGTRC-3 0,140 9,700 0,380
BGTRC-4 0,020 1,000 0,020
BGTRC-5 0,040 0,960 0,070
BGTRC-6 0,005 0,010 0,007
BGTRC-7 0,090 4,900 1,610
BGTRC-8 14,600 111,500 15,100
Cisplatina 6,40 1,50 6,30

5.2.1 Elucidacdo estrutural e avaliacdo do potencial citotoxico da Substancia 1

A fracdo BGTRC-6 apresentou atividade citotoxica potente frente as linhagens
celulares testadas e em CCDA apresentou um constituinte majoritario. Esta fracdo foi
submetida a CLAE semipreparativa com a finalidade de isolar e identificar os constituintes
quimicos presentes (item 4.4.1, p. 34). Este experimento resultou, at¢ o momento, na
purificacdo de uma substancia (Substancia 1), a qual se apresentou como um sélido amorfo
amarelo e cuja analise em CCDA, revelada com solucédo de Ce(SQ,),, mostrou uma mancha
de coloragéo avermelhada.

O espectro de RMN de 'H da Substancia 1 (Figura 15) apresentou cinco sinais
relativos a hidrogénios de anel aromatico: quatro dubletos em & 6,66 (J= 8,1Hz), 7,12 (J=
8,1Hz), 8,29 (J=5,3 Hz) e 8,05 (J=5,3 Hz) - os dois ultimos sugestivos de prétons de uma
molécula tipo piridina - e um tripleto em & 7,44 (J= 8,1Hz). Os trés sinais de J= 8,1Hz
indicam trés hidrogénios ligados a carbono de anel aromatico em sequéncia, ou seja, em
padrdo de substituicdo 1,2,3. Também foram observados um singleto largo em & 10,14,

sugestivo de hidrogénio ligado a nitrogénio, dois dubletos relativos a hidrogénios carbindlicos
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em & 3,59 (J=12,5 Hz) e 3,92 (J=12,5 Hz), trés singletos relativos a metilas em 6 1,39, 1,41 e
a uma metoxila aromatica em & 4,06 e sinais entre 6 1,50 e 4,0.

A anélise dos dados do espectro de RMN de **C (Figura 16) e DEPT 135° (Figura 17)
evidenciou sinais para vinte e um carbonos, destacando-se onze carbonos de anel aromatico,
sendo seis ndo ligados a hidrogénio - entre estes um sugestivo de carbono oxigenado (6
156,90) - e cinco CH (6100,31, 104,45, 116,08, 129,29 e 137,82). Foram observados também
sinais relativos a trés metilas em & 25,68, 29,12 e 55,46, dois carbonos quaternarios
oxigenados em & 80,09 e 91,34, dois CH em & 51,76 e 50,00, trés carbonos metilénicos (CHy),

sendo um carbindlico em & 62,09 e os outros em & 22,11 e 29,08.

O conjunto dos sinais referentes aos hidrogénios dos anéis aromaticos e o singleto
largo em & 10,14 sdo compativeis com a presenca de um nucleo B-carbolinico, onde os sinais
relativos ao anel benzénico séo os dubletos em & 6,66 e 7,12 e o tripleto em & 7,44, enquanto

os relativos ao ndcleo piridinico sdo os dubletos em & 8,05e 8,29.

Considerando que o padrdo de substituicdo para o anel benzénico é 1,2,3
trissubstituido, pdde-se, preliminarmente, propor as possibilidades abaixo para a parte

aromatica da substancia 1 (Figura 12).

6,66 8,05

7,12

Possibilidade 1 Possibilidade 2

Figura 12 - Possibilidades estruturais para a parte aromatica da Substancia 1.

No experimento HMBC (Figura 19; Tabela 10) foram observadas correla¢fes intensas
entre o hidrogénio referente ao sinal em & 7,44 (t) e os carbonos a d¢c 156,90 — ligado a
metoxila — e 3¢ 141,56 — ligado ao nitrogénio. Esta observacao define a possibilidade 2 para o
nucleo B-carbolinico da substéncia 1, visto que a possibilidade 1 exigiria o acoplamento com
C-8, o que é incompativel com o deslocamento quimico 141,56. Outras correlacfes
importantes foram observadas entre o hidrogénio referente ao sinal em & 6,66 ligado no
carbono correspondente ao sinal em 3 100,31 (C-10) e os carbonos C-8 (6 112,00) e C-12 (6
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104,45); entre o hidrogénio (6 7,12) ligado no carbono referente ao sinal em & 104,45 (C-12)
e os carbonos C-8 (6 112,00), C-10 (6 100,31). Estes dados permitiram, portanto, definir a
possibilidade 2 como sendo a correspondente a parte aromatica da molécula, bem como
atribuir os deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos da mesma.

No experimento HMBC também foi possivel observar correlagdes importantes entre o
hidrogénio (& 10,14) ligado ao 4tomo de nitrogénio e os carbonos C-8 (& 112,00), C-7 (5
128,03), C-2 (6 134,44) e C-13 (5 141,36) e a correlagéo entre os hidrogénios da metoxila (&
4,06) e o carbono C-9 (8 156,90). Estas informacGes sdo compativeis com a proposta do

nacelo B-carbolinico metoxilado na posicédo 9 (Possibilidade 2 da Figura 13).

Figura 13 — Algumas correlagées HMBC (*H->*3C) observadas no nicleo p-carbolinico da
Substéncia 1.
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Tabela 10 — Dados de RMN de *H (300 MHZ), *C (75 MHz) e correlagdes HSQC e HMBC da
Substéncia 1 (CDCly).

SUBSTANCIA 1
C

i -

6 C-2; C-8; C-5; C-3

o ] -

C-8; C-12; C-9; C-11; C-13

C-8; C-10; C-11; C-9

C-18; C-3; C-15; C-16; C-20; C-17; C-2
-

-

R . -

C-22; C-20; C-17

10,14 (1H; s) C-8; C-7; C-2; C-13

10

12
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Além dos sinais relativos ao nacleo p-carbolinico, os espectros de RMN mostram um
conjunto de sinais de uma parte alifatica presente na molécula, ligada ao C-3.

Observaram-se no experimento HMBC correlagdes entre o hidrogénio (5 4,01) ligado
ao carbono correspondente ao sinal em & 51,76 (C-14) e os carbonos C-18 (6 91,34), C-3 (6
140,36), C-16 (6 29,08) e C-15 (6 22,11); entre o hidrogénio (6 2,80) ligado ao carbono
referente ao sinal em & 50,00 (C-17) e os carbonos C-16 (5 29,08), C-20 (6 80,09), C-14 (5
51,76) e C-15 (6 22,11). Também foram observadas correlacbes dos hidrogénios das metilas
relativas aos sinais em & 1,39 (8¢ 25,68 - C-21) e 1,41 (6¢ 29,12 - C-22) com os carbonos em
6 80,09 (C-20) e 50,00 (C-17). Considerando estas observagoes, tém-se as duas possibilidades

abaixo para a estrutura parcial da por¢do ndo aromatica da molécula.

VVVVW
OH
19 14
o 18 15
22 ‘ 16
20 17
21
21
Possibilidade 1 Possibilidade 2

Figura 20 — Propostas de estruturas para a porgédo ndo aromatica da Substancia 1.

Na tentativa de definir a possibilidade mais compativel, realizou-se a acetilacdo da
Substancia 1 e, no espectro de RMN de *H desta, observou-se uma desprotecdo de 0,87 ppm
nos hidrogénios (6 3,92 e 3,59) ligados a C-19 (5 62,09) em comparagdo com os dados de
RMN de 'H de 1 (Figura 21). Esta comparaco permitiu definir que a estrutura da parte
alifatica da molécula corresponde a possibilidade 2.

A correlacdo observada no experimento HMBC entre o hidrogénio (6 4,01), ligado ao
carbono correspondente ao sinal em & 51,76 (C-14), e o carbono referente ao sinal & 140,36
(C-3) confirma que a por¢do ndo aromatica estd ligada ao C-3 do nticleo B-carbolinico por
meio de C-14 (Figura 22).
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Figura 22 — Proposta da estrutura quimica da Substancia 1.

Essa proposta de estrutura € compativel com as informagbes fornecidas pelas

correlacBes existentes no espectro COSY *H-'H de 1 (Figura 20).

No experimento NOESY (Figura 23) foi observada uma correlagdo importante entre o
hidrogénio correspondente ao sinal em 4,01 (ligado a C-14, 6 51,76) com os hidrogénios das
metilas Hy; e Hy, correspondentes aos sinais 6 1,39 e 1,41, indicando que estes se encontram
espacialmente préximos (Figura 24). Assim foi possivel definir a relagdo cis entre o grupo

isopropila e o hidrogénio de C-14.

Os sinais relativos aos hidrogénios de C-15 (5 22,11) séo 6 2,03 e & 2,69, tendo sido
atribuido este Gltimo valor ao hidrogénio que apresenta relacéo cis (Hisg), com a hidroxila
ligada a C-18 em funcdo do maior deslocamento quimico. No experimento NOESY
observou-se uma correlacdo entre o hidrogénio mais protegido de C-15 (3 2,03) e as metilas
do grupo isopropila (Figura 25). Estas observac6es permitiram definir a configuragéo relativa
para a estrutura quimica de 1 mostrada na Figura 26.
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Figura 23 - Espectro de RMN NOESY da Substancia 1 (CDCI3, 300 MHz).
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Figura 24 — Ampliagéo do espectro de RMN NOESY da Substancia 1 (CDCI3, 300 MHz).
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Figura 25 — Ampliacéo do espectro de RMN NOESY da Substancia 1 (CDCI3, 300 MHz).
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Figura 26 — Proposta de configuracéo relativa da estrutura quimica da Substancia 1.

O espectro de massas de baixa resolucdo por impacto eletrdnico (EI-MS) da
Substéancia 1 (Figura 27) apresentou o pico a m/z 352, que corresponde ao [M-H,0]"" Assim o
peso molecular da Substancia 1 é 370, confirmando a formula molecular Cy1H26N2O4
determinada com base nos experimentos de RMN acima descritos.

A andlise do espectro de infravermelho (Figura 28) também esta em conformidade

com a estrutura molecular atribuida a Substancia 1 .

% Base Peak: 265/476,267
j mz Abs. Inten. Rel. Inten.

100.0—_ 25

75

50.0_: o 32
1 212 294
] 20 o

2504 25
1 i 125
] ; 3y < 193 51 ‘

ch" E ?1 '5? — '3? ’ ‘l I' .!G e ll ‘|| , |||' — 1.5!5 '1:?'9 l 1:81‘ '|l.|'|ll 5I|| :I|' |§|Ihl. . v .'||. — !‘ . .l', . '].' . Il M—
50.0 750 100.0 1250 150.0 175.0 2000 250 250.0 2150 300.0 3250 3500

Figura 27 — Espectro de massas da Susbstancia 1 (Impacto de elétrons - 70eV).

105

100

a5

T T T
4000 000 2000 1000

Figura 28 — Espectro de Infravermelho da Substéncia 1.
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Assim, a avaliacdo dos dados espectrais acima descritos permitiram a elucidagéo
estrutural e a identificacdo da substdncia 1 como sendo do alcaldide PB-carbolinico
denominado (rel)-[(1S, 2R, 5R)-1-(hidroximetil)-2-(1-hidroxi-1-metiletil)-5-(5-metoxi)-9H-
B-carbolin-1-il)-ciclopentanol], que corresponde a uma substancia inedita na literatura.

Os alcaldides inddlicos compreendem um grupo de ampla ocorréncia em produtos
naturais com diversos padroes de estruturas quimicas, como os alcaloides B-carbolinicos.
Estes sdo definidos como compostos que contém um sistema anelar triciclico pirido-(5,6-p)-
indodlico com substituntes alquil-C; ligados ao carbono referente a posicdo 3 (C-3) (ALLEN e
HOLMSTEDT, 1980) e sao formados pela condensacdo da triptamina com um aldeido, como
por exemplo um derivado do acetato (SCHRIPSEMA et al., 2003). Se o aldeido que participa
desta condensacgdo for um monoterpeno sera formado um alcal6ide B-carbolinico pertencente
ao grupo dos alcaldides tipo indol-monoterpénico.

Segundo O’Connor e Maresh (2006), os alcaldides indol-monoterpénicos séo
derivados do aminoacido L-triptofano e do sesquiterpeno secologanina, este ultimo formado a
partir do monoterpeno pirofosfato de geranila. A condensacdo da triptamina com a
secologanina é catalisada pela enzima estrictosidina sintase, formando estrictosidina, um
alcaldide glicosilado. A eliminacdo da glicose presente na estrictosidina, catalisada pela
estrictosidina glicosidase, forma um produto instavel e que leva a formacéo das varias classes

dos alcal6ides indolicos monoterpénicos.

COOH

‘ Triptofano descarboxilase ‘
NH, —_— NH,
N

H

[¢)
H—/
o —OH
O/O\
0 >
X HO . OH  Estrictosidina sintase
OH

Iz

MeO,C

Secologanina -

Estrictosidina

Figura 29 - Primeiras etapas na biossintese dos alcaléides indol-monoterpénicos.
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\ Geraniol
10-hidroxilase
OH

Geraniol 10-hidroxigeraniol

10 oxogeramal

o 0]
H H
N OH o

Iridiodial
OH
Oxidagéo
Glicosilagdo H
Esterificacédo Hidroxilagdo Hi
> _> OGlc
— Me0,C \\
0]
E—
7-Deoxiloganina Loganina
Secologanina sintase
o
N
/
H
H

OGlc
Me0o,C N\ g

Secologanina

Figura 30 — Biossintese da secologanina (Connor e Maresh, 2006).
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A estrutura da Substancia 1 mostra que se trata de um alcaléide indol-monoterpénico,
porém a parte terpénica envolvida na biossintese, apesar de também possuir um esqueleto
iridano, ndo é a secologanina. A biossintese da secologanina, incluindo a do esqueleto
iridano, esta mostrada na Figura 30, enquanto a proposta de sequéncia biossintética para a

formagdo da Substancia 1 é mostrada na Figura 31.

N
(@]

OH
. ~ H
Redugéao / Oxidagéo Oxidagé&o
_— OH OH
E—— —_—
Desidratagéo
E— = > —_—

Iridodial OH OH

OMe

OMe

o
N
OH
OH o~
. -
NH, _N
OH OH

HO

Iz
Iz

HO

Figura 31 - Proposta de biossintese da Substancia 1.

Alcalbides pB-carbolinicos de origem indol-monoterpénica sdo naturalmente
encontrados em rubiaceas, como os alcaldides capitelina, (-)-isociclocapitelina, (+)-
ciclocapitelina e isocrisotricina, na espécie Hedyotis capitellata (PHUONG et al., 1999),
crisotricina, isolado em H. capitellata e H. chrysotricha (PENG et al., 1997; PHUONG et al.,
1999), o alcal6ide depeaninol, obtido de Deppea blumenaviensis (KAN-FAN et al., 1995) e
as estruturas 1 e 2, isoladas de Galianthe ramosa (SILVA, et al., 2007; SILVA et al., 2008)
(Figura 33).
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Figura 32 — Alcaldides p-carbolinicos isolados de rubiéceas.

A busca na literatura de informac6es acerca de (rel)-[(1S, 2R, 5R)-1-(hidroximetil)-2-
(1-hidréxi-1-metiletil)-5-(5-metoxi)-9H-p-carbolin-1-il)-ciclopentanol] ndo encontrou relatos

do seu isolamento e/ou sintese e, portanto, trata-se de uma substancia inédita na literatura.

5.2.1.1 Avaliacdo da atividade citotoxica da Substancia 1 frente a linhagens de células

tumorais

A Substancia 1 foi submetida & avaliacdo de seu potencial citotdxico in vitro frente as
linhagens OVCAR, B16-F10, MCF-7, 786-0 e UACCG62. Foi observada uma potente
atividade citotoxica (mais potente que a atividade observada para o controle positivo
cisplatina) frente a linhagem MCF-7 (ICs50=1,6 pug/mL), entretanto, inferior a observada na
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subfracdo precursora BGTRC-6, cuja ICsy corresponde a 0,007pg/mL (Tabela 7). Esta
constatacdo indica que a Substancia 1 ndo deve ser o Unico nem o principal componente
responsavel pelo efeito citotoxico observado em BGTRC-6. Frente as linhagens 786-0 e
UACCS62, também foram observados valores potentes de ICsq (1,5 pg/mL) - mais potentes
que os valores de ICs, observados para o controle positivo cisplatina - revelando um amplo
espectro de acdo deste metabolito secundario (Tabela 11).

A Substancia 1 também foi ativa frente a linhagem B16-F10 (IC5,=10,9 pg/mL)
porém, a poténcia dessa atividade foi inferior a da subfracdo BGTRC-6 (Tabela 11), o que
pode estar associado a rela¢fes de sinergismo desta molécula com os outros componentes

quimicos presentes na subfracao.

Tabela 11 - Efeito citotdxico (ICs) da Substancia 1 e da subfracdo antecessora BGTRC-6.

Amostra Efeito citotdxico (1Csg) pg/mL
OVCAR B16-F10 MCF-7 786-0 UACC62
BGTRC-6 NT* 0,005 0,007 NT NT
Substancia 1 (RC6-2) 163,600 10,900 1,600 1,500 1,500
Cisplatina 7,100 6,400 6,300 0,600 6,150

*Nao Testado

Portanto, observou-se que a Substancia 1, inédita na literatura, apresenta uma potente
atividade citotoxica, sendo necessario prosseguir no seu estudo visando avaliar a possibilidade
de aplicagdo como um quimioterapico para o tratamento do cancer. Os outros constituintes
quimicos de BGTRC-6, bem como as outras subfracbes de BGTRC também devem ser
estudados, o que poderé resultar na descoberta de novas substancias citotdxicas.

A quimioterapia do cancer ja conta com exemplares de alcaldides indol-
monoterpénicos isolados de plantas e que apresentam atividade anticancer, como é o caso dos
alcaloides da vinca e da camptotecina. Os alcaldides da vinca representam uma das classes
mais importantes de substancias anticancer em uso clinico. Os compostos naturalmente
obtidos da espécie Catharanthus roseus (Apocynaceae) sdo largamente utilizados na
guimioterapia do cancer, bem como seus analogos semi-sintéticos vindesina e vinorrelbina,
desenvolvidos apos intensos estudos de sintese e de relagdo estrutura-atividade. A
camptotecina, isolada da planta Camptotheca acuminata (Nyssaceae) despertou grande
interesse como pretenso agente quimioterapico apds a descoberta de que seu principal alvo
molecular era a enzima topoisomerase |. Entretanto, esta molécula tinha a desvantagem de ser

pouco soluvel em agua, além de apresentar efeitos toxicos ao organismo. Dois derivados
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semi-sintéticos (topotecam e irinotecam) foram elaborados a partir dessa molécula, sendo que

0S mesmos encontram-se em uso clinico para o tratamento de tumores solidos.

A camptotecina, também tem sido obtida de algumas espécies de rubiaceas
(Ophiorrhiza mungos, O. filistipula e O. pumila), nas quais ja foram isolados outros
compostos que podem ser precursores dessa molécula (KITAJIMA, 2007). Esta constatacdo
acentua a importancia das rubidceas como fonte de protdtipos para substancias com
potencial anticAncer, uma vez que, além de serem possiveis fontes de analogos da
camptotecina, caracterizam-se por produzirem uma grande variedade de alcaldides inddlicos

monoterpénicos, os quais podem ser dotados de bioatividade.

Alcaloides B-carbolinicos simples, como o harmano e nor-harmano sdo reconhecidos
por apresentarem uma série de efeitos biologicos, tais como inibigdo da monoamina oxidase
(KIM et al., 1997), efeitos psicomiméticos e alucindgenos decorrentes da ligacdo destes a
receptores de serotonina, benzodiazepinicos e dopamina (GLENNON et al., 2000) e efeitos
mutagénicos, por inibirem a atividade da DNA topoisomerase (FUNAYAMA et al.,1996,
DE MEESTER, 1995) resultando em alteragcdes no processo de replicacdo e nas atividades
enzimaticas de reparo do DNA (FUNAYAMA et al., 1996).

Jimenez et al. (2008) observaram que o alcaldide B-carbolinico harmina apresentou
um efeito inibitério na proliferacdo das linhagens celulares CCD18Lu (fibroblastos do
epitélio pulmonar), HeLa (carcinoma epitelidide de cérvice), C33A (carcinoma de cérvice) e
SW480 (carcinoma de c6lon), sendo que esta dltima linhagem mostrou maior sensibilidade.
Os autores relacionaram a atividade observada a propriedade atribuida a alguns alcaloides f3-
carbolinicos de ligarem-se as enzimas DNA-topoisomerases, as quais sdo alvo de alguns
agentes antitumorais, como a camptotecina, o etoposideo e o teniposideo. Cao et al. (2005)
mostraram que a harmina e seus derivados inibem a topoisomerase I, assim como a
camptotecina, e este pode ser o mecanismo de acdo relacionado com o efeito citotoxico in

vitro observado na Substancia 1.

Os resultados obtidos na avaliagédo citotoxica da Substancia 1 apontam-na como um
promissor agente inibidor de tumores e, portanto, estudos visando a definigdo do mecanismo
de acdo responsavel por seu efeito citotoxico bem como estudos toxicoldgicos precisam ser

realizados buscando estabelecer a sua viabilidade como futuro quimioterapico.
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6 CONCLUSOES

A avaliacdo da atividade citotoxica in vitro das fracGes do extrato etandlico das raizes
de Galianthe thalictroides (Rubiaceae) frente a linhagens de células tumorais revelou duas
fracbes ativas: BGTRC (cloroférmica) e BGTRA (acetato de etila), sendo a primeira
selecionada para a continuidade do estudo quimico biomonitorado, considerando sua potente

atividade citotoxica.

O fracionamento de BGTRC resultou na obtencdo de oito subfracdes, as quais
apresentaram atividade citotoxica potente para uma ou varias linhagens celulares. Dentre
essas subfracfes, BGTRC-6 apresentou atividade citotoxica mais potente (ICso<0,01pg/mL)
sendo selecionada para a continuidade do estudo quimico. O fracionamento cromatografico
desta subfracdo levou ao isolamento do constituinte majoritario, o alcaloide indol-
monoterpénico (rel)-[(1S, 2R, 5R)-1-(hidroximetil)-2-(1-hidroxi-1-metiletil)-5-(5-metdxi)-
9H-B-carbolin-1-il)-ciclopentanol], inédito na literatura.

A avaliacgdo de atividade citotoxica para as linhagens OVCAR, B16-F10, MCF-7, 786-
0 e UACC62 mostrou que esse alcaloide possui atividade potente frente a MCF-7 (IC50=1,6
pug/mL), 786-0 (ICs0=1,5 ug/mL) e UACC62 (IC50=1,5 pg/mL) e moderada frente a B16-F10
(I1C50=10,9 pg/mL). Portanto, é necessario dar prosseguimento ao estudo da substancia isolada
visando a possibilidade de sua aplicagdo como um quimioterapico para o tratamento do
cancer. Os outros constituintes quimicos de BGTRC-6, bem como as outras subfracdes de
BGTRC também devem ser estudados, o que poderd resultar na descoberta de novas
substancias citotoxicas.

A avaliacdo antimicrobiana das fracdes do extrato etandlico das raizes de G.
thalictroides apontam as fracGes acetato de etila (BGTRA) e hidrometanolica (BGTRHM)
como dotadas de atividade bioldgica mais potente. Esta acdo foi associada a presenca de
metabolitos secundarios da classe dos taninos nas raizes de G. thalictroides (4,32 g%) e ao
teor elevado destes compostos nas referidas fracGes (53,9 e 31,1,9%, respectivamente). Esta
conclusdo € compativel com o fato de que as subfracfes ndo tanantes (BGTRA-NT e

BGTRHM-NT) mostraram-se inativas frente as cepas microbianas anteriormente sensiveis.
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