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RESUMO

A preocupacdo com a cura de doencas sempre se fez presente ao longo da historia da
humanidade, e nesse contexto, as espécies vegetais sdo usadas tanto como medicamento como
alimento. Devido a ampla utilizagdo de plantas medicinais e seus derivados no cotidiano da
populacdo mundial, o aperfeicoamento de métodos de extrativos é de grande importancia,
uma vez que tais técnicas podem aumentar o rendimento de seus derivados e diminuir o risco
de contaminacdo por solventes. Com vista nisso, o presente trabalho tem como objetivo
realizar uma anélise farmacogndstica de extratos de Chloroleucon extortum Barneby & J. W.
Grimes obtidos por diferentes técnicas e avaliar a atividade antioxidante e citotoxica dessa
espéecie. As fracdes foram obtidas pelo método de extracdo fracionada e coluna filtrante,
utilizando diferentes solventes como hexano, acetato de etila e metanol. Para a avaliacdo da
atividade citotoxica foi utilizado a técnica de coloracdo pelobormeto de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) com algumas modificagdes. As linhagens utilizadas foram:
HCT-116 (cancer de colorretal humano), HL-60 (leucemia promielocitica aguda), HelLa
(cancer cervical humano) e NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulmao humano) e
PBMC (células mononucleares so sangue periférico humano). Os diferentes métodos
extrativos utilizados para obtencdo dos extratos de casca e folhas de C. extortum
influenciaram no rendimento, sendoos extratos obtidos por macera¢do com solvente metanol
com melhores rendimentos, para casca 7,87% na técnica de extracdo fracionada e 8,15% na
técnica de coluna filtranteja para folha (9,63%na técnica de extracdo fracionada, 3,51%na
técnica de coluna filtrante, respectivamente. O extrato bruto da casca da espécie estudada
(JB1) demonstrou atividade citotoxica moderada com um percentual de inibicdo em torno de
65,50 £ 1,78 e de 65,53 + 3,13 frente a linhagem de cancer de colorretal e leucemia
promielocitica aguda, respectivamente. Os produtos JB2, JB6, JB10 testados na concentracao
de 50 pg/mL inibiram 50% da proliferacdo celular para pelo menos em uma das linhagens
cancerigenas submetidas ao estudo, enquanto que as fragcdes JB1, JB6 e JB10 apresentaram
potencial de inibicdo frente a células HL-60 (65,56 +3,13; 65,56 + 3,135; 51,64 + 1,12,
respectivamente). O percentual de inibicdo de crescimento das células PBMCs tratadas com
0s extrativos de C. extortum variou entre 17,04 + 0,88 e 38,66 + 1,81 para todas as linhagens,
evidenciando seletividade para as células tumorais. Por meio da presente pesquisa foi possivel
obter forneceu informacgdes relevantes acerca da presenca de metabolitos secundarios
presentes na C. extortum, além disso, o estudo de citotoxicidade evidenciou que 0s extratos da

espécie ndo foi citotoxico para a linhagem de células normais e que as principais linhagens



cancerigenas que tiveram seu crescimento inibidos foram a HCT-116, HL-60 e HelLa. Estes
resultados evidenciam a importancia de uma investigagéo preliminar dos extratos de plantas
utilizadas na medicina popular, bem como a dose e a forma com que estes extratos séo

utilizados pela populacdo necessitam de investigacdes cientificas.

Palavras-chave: Células tumorais. Fitoterapia. Plantas medicinais.



ABSTRACT

The concern with curing diseases has always been present throughout human
history, and in this context, plant species are used both as medicine and food. Due to the wide
use of medicinal plants and their derivatives in the daily life of the world population, the
improvement of extractive methods is of great importance, since such techniques can increase
the yield of their derivatives and decrease the risk of contamination by solvents. With this in
mind, the present work aims to perform a pharmacognostic analysis of Chloroleucon extortum
Barneby & J. W. Grimes extracts obtained by different techniques and to evaluate the
antioxidant and cytotoxic activity of this species. The fractions were obtained by the
fractional extraction method and filter column, using different solvents such as hexane, ethyl
acetate and methanol. For the evaluation of cytotoxic activity, the 3- (4,5-dimethylthiazol-2-
yl) -2,5-diphenyltetrazolium (MTT) staining technique was used with some modifications.
The strains used were: HCT-116 (human colorectal cancer), HL-60 (acute promyelocytic
leukemia), HeLa (human cervical cancer) and NCI-H292 (mucoepidermoid carcinoma of
human lung) and PBMC (mononuclear cells in human peripheral blood ). The different
extractive methods used to obtain the bark and leaves extracts of C. extortum influenced the
yield, with the extracts obtained by maceration with methanol solvent with better yields, for
bark 7.87% in the fractional extraction technique and 8.15% in filter column technique
already for leaf (9.63% in the fractional extraction technique, 3.51% in the filter column
technique, respectively. The crude extract of the bark of the species studied (JB1) showed
moderate cytotoxic activity with a percentage of inhibition in around 65.50 + 1.78 and 65.53
+ 3.13 against the line of colorectal cancer and acute promyelocytic leukemia,
respectively.The products JB2, JB6, JB10 tested at a concentration of 50 pg / mL inhibited
50% of cell proliferation for at least one of the cancerous strains submitted to the study, while
fractions JB1, JB6 and JB10 showed inhibition potential against HL-60 cells (65.56 + 3.13;
65.56 + 3.135; 51 , 64 + 1.12, respectively mind). The percentage of growth inhibition of
PBMC:s cells treated with the extracts of C. extortum varied between 17.04 + 0.88 and 38.66
+ 1.81 for all strains, showing selectivity for tumor cells. Through this research it was
possible to obtain relevant information about the presence of secondary metabolites present in
C. extortum, in addition, the cytotoxicity study showed that the extracts of the species were
not cytotoxic to the normal cell line and that the main lines carcinogens that had their growth
inhibited were HCT-116, HL-60 and HelLa. These results show the importance of a



preliminary investigation of plant extracts used in popular medicine, as well as the dose and
the way in which these extracts are used by the population, require scientific investigations.

Keywords: Tumor cells. Phytotherapy. Plants medicinal.
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1 INTRODUCAO

O uso das plantas medicinais é uma pratica antiga, onde o homem tenta trazer através
do seu conhecimento, solucdes para a cura de algumas doencas/enfermidades através dos
recursos naturais. Esse conhecimento simboliza, muitas vezes, o Unico recurso terapéutico de
muitas comunidades ou grupos étnicos (CARVALHO, 2004). A contribuicdo da observacdo
populacional é bem relevante perante o uso dessas plantas, pois, hd uma grande divulgacéo
das virtudes terapéuticas dos vegetais prescritos diariamente, apesar de terem seus
constituintes quimicos desconhecidos (MACIEL et al, 2002).

No Brasil e em outros paises, a busca e desenvolvimento de novos farmacos a partir de
produtos naturais tem crescido e varios estudos tém sido realizados com o intuito de
comprovar suas atividades, esclarecer mecanismos de acdo, ou mesmo, identificar
componentes ativos e investigar os possiveis efeitos toxicos de diferentes espécies vegetais
(BATITUCCI, 2003). Pois, sem estes estudos, o uso de algumas plantas medicinais e seus
produtos pode tornar-se um problema, onde algumas das substancias que as compdem podem
desencadear efeitos deletérios que resultam em um quadro clinico severo, e algumas vezes,
fatal (PINHO et al, 2010).

A citotoxicidade de plantas medicinais € o exemplo perfeito para esse contexto, pois
ainda é desconhecido em algumas espécies o efeito danoso que elas podem trazer ao
organismo. Desta forma, a citotoxicidade pode ser avaliada através de alteracdes no processo
de divisdo celular sobre o organismo-teste e pela incidéncia de muta¢bes cromossémicas
(BORGES et al, 2011). A deteccdo de substdncias potencialmente citotdxicas e seus
provaveis efeitos nos organismos sdo importantes no estudo, pois trazem um impacto
relevante de modo a observar a compreensdo do comportamento bioldgico dos materiais
avaliados, podendo assim diminuir substancialmente o nimero de testes, diminuindo o
numero de materiais com aplicabilidade potencialmente clinica dessas plantas (SCHMALZ;
SCHWEIK, 1994). Varias especies dos diferentes biomas do Brasil sdo usadas pelas
comunidades sem a devida comprovacéo de sua seguranca de uso.

O bioma da Caatinga é caracterizado como uma floresta seca, verde apenas durante 0s
periodos de chuva, com arbustos espinhosos e adaptados para solos aridos. A vegetacdo da
Caatinga contempla os estados do Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco,
Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas Gerais e possui uma area de aproximadamente 734.478 km?
(ALBUQUERQUE; SILVA, 2005). Nesta regido, diversos estudos etnodirigidos tém sido

realizados para verificar o imenso potencial das plantas medicinais utilizadas na medicina
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popular local (CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQUE, 2012; SILVA et al, 2011; ARAUJO
et al, 2012). Foram descritas na Caatinga mais de 596 espécies arbustivas e arbdreas, 1.788
espéecies herbaceas, sendo pelo menos 180 espécies endémicas, destacando-se a familia
botanica Fabaceae (JOLY, 1993), para a qual foram registradas 603 espécies até 0 momento.
Apesar do numero de espécies, paradoxalmente, este um é dos biomas mais ameagados e
menos estudados e conhecidos do Brasil, especialmente no que se refere a sua diversidade
vegetal (SIQUEIRA FILHO, 2012). Chloroleucon extortum Barneby & J. W. Grimes,
pertencente a esta familia, popularmente conhecida como Jurema Branca é considerada
endémica na Caatinga e rara (QUEIROZ et al, 2009), ndo havendo relatos na literatura sobre
estudos fitoquimicos e farmacoldgicos a seu respeito.

A familia Fabaceae, para a qual foram registradas 603 espécies até o momento,
destaca-se também como recurso alimentar. Entretanto, paradoxalmente, este um é dos
biomas mais ameacados e menos estudados e conhecidos do Brasil, especialmente no que se
refere a sua diversidade vegetal (SIQUEIRA FILHO, 2012). Diante disto, o presente trabalho
tem por objetivo realizar um estudo que contribua com o conhecimento da sua composicdo
quimica e citotoxicidade dos seus metabdlitos secundarios, revelando assim o potencial

terapéutico da espécie.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

Na histéria da humanidade o homem sempre buscou incessantemente o saber,
colocando-se como o principal observador da natureza e de seus fenémenos. Para a utilizacdo
de plantas medicinais ndo seria diferente, os homens antigos valiam-se de suas préprias
experiéncias empiricas de acerto e erro e da observacao do uso de plantas pelos animais, além
da intervencdo divina para determinadas doencas. Em suma, percebe-se que mitos, lendas e
tradigcOes apontam para o emprego amplo de plantas medicinais em todos os tempos, em todas
as camadas sociais e quase em toda a humanidade (OLIVEIRA; SIMOES; SASSI, 2006).

O uso de plantas medicinais faz parte da pratica da medicina popular, formando um
conjunto de saberes internalizados nos diversos usuarios e praticantes, especialmente pela
tradicdo oral. Por isso que, para Sirikhwan (2014), é um fato comum a utilizacdo de plantas
medicinais na terapéutica, onde muitas vezes se desconhece a possivel existéncia de efeitos
toxicos, além de ndo ter entendimento de sua acdo terapéutica ou qual forma mais correta de
cultivo, preparo e além do mais quando cada planta pode ser indicada e em quais casos sao
contraindicadas. Para 0s pesquisadores a composicdo fitoquimica das plantas ndo permite
descartar a possibilidade de efeitos colaterais, uma vez que se associam ao principio ativo,
responsavel pelo efeito desejavel, de duzentos a trezentos compostos desconhecidos. Outra
questdo levantada é a duvida sobre a identificacdo taxondmica das plantas utilizadas ou
porque a dosagem é de dificil controle (AVILA-PIRES, 1995).

Um estudo sobre coagulagdo sanguinea confirmou que o ginseng, gengibre, alho em
comprimido e o ginko biloba, podem alterar a coagulacdo sanguinea. Para os pesquisadores,
em caso de cirurgia, é necessario fazer a investigacdo do uso dessas drogas pelo paciente e, se
afirmativo, deve-se suspender o uso até o 10° dia do pré-operatorio, com o objetivo de reduzir
as eventuais complicacdes hemorragicas no pre e pés-operatorias (DESTRO; SPERANZINI;
DESTRO, 2006). Em outro relato, o boldo famoso por ter acdo sobre desordens hepaticas e
intestinais, atuando também como anti-inflamatério e antiespasmddico é citado como um
poderoso analgésico capaz de mascarar sintomas de uma enfermidade grave e também pode
ser considerado um agente de inibicdo da agregacdo plaquetaria decorrente da ndo formacéo
do tromboxano A2, causando assim uma potencializacdo na terapéutica de pacientes usuarios
de anticoagulantes orais (BASILA; YUAN, 2005).
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Segundo Fabricant e Farnsworth (2001) existem vantagens na utilizagdo de plantas
como ponto de partida para o desenvolvimento de farmacos. Um aspecto vantajoso prende-se
ao fato de se poder usar informacdes de plantas especificas para a utilizacdo destas por seres
humanos em longo prazo (etnomedicina). Os compostos ativos isolados de plantas tendem a
ser mais seguros do que os compostos ativos de plantas sem histérico de uso humano. Além
disso, as plantas séo consideradas fontes renovaveis de matéria-prima e fornecem uma fonte
ilimitada de novas e complexas estruturas. Por ultimo, com a finalidade de assegurar patentes
através do isolamento de principios ativos de plantas, que apresentem novas estruturas e
atividade bioldgica util, a pesquisa de novos constituintes permite a producdo de compostos
sintéticos ou semissintéticos, com menor toxicidade e maior eficécia, sendo a futura tendéncia
devido a competitividade industrial (FABRICANT; FARNSWORTH, 2001; BALUNAS;
KINGHORN, 2005).

Os mesmos autores relatam as desvantagens associadas ao uso de plantas que podem ir
desde a sua selecdo aleatoria a regulamentacdes que protejam a diversidade bioldgica. Os
paises com uma vasta area de florestas tropicais, para a protecao e conservacgdo da diversidade
biolégica e o para o uso sustentavel dos recursos biologicos, estabeleceram regulamentos e
acordos formais para recolha de amostras de materiais vegetais, que requer uma prévia
planificacdo evitando assim a perda de habitats. Algumas destas restricGes estdo ligadas a
preservacao de material genético, os direitos de propriedade intelectual e compensacéao para as
descobertas decorrentes dos seus recursos genéticos (FABRICANT; FARNSWORTH, 2001;
BALUNAS; KINGHORN, 2005).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem promovido reunifes internacionais com
o0 intuito de criar melhores condi¢cdes de qualidade, eficacia e seguranca dos produtos
fitoterapicos, além disto, elaborar diretivas convincentes a fim de dar maior garantia aos
consumidores de produtos fitoterapicos. Estima-se que, aproximadamente, 40% dos
medicamentos disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes
naturais, sendo estes 25% provindo de plantas (ROCHA, 2010). Das 252 drogas consideradas
basicas e essenciais pela OMS, 11% sdo originarias de plantas e um numero significativo séo
drogas sintéticas obtidas de precursores naturais (THIAGO; TESSER, 2011).

Embora o Brasil tenha a maior diversidade vegetal do mundo, com mais de 60.000
espécies vegetais catalogadas, apenas uma pequena fracdo € estudada para pesquisas de
compostos bioativos e avaliagdo de suas propriedades medicinais (VARELA; AZEVEDO,
2014). O Ministério da Saude tem encorajado o desenvolvimento de estudos com plantas

tradicionais, com a esperanca de obter os possiveis beneficios que as pesquisas sobre este



18

assunto podem trazer e objetiva evitar efeitos irracionais ou prejuizos que esse tipo de

medicina pode ocasionar (SILVA et al, 2015).

2.2 CAATINGA

A Caatinga € um bioma predominante do semiérido brasileiro cobrindo cerca de 80%
de sua area geografica e ocupando uma area de 826.411,23 km? (BRASIL, 2009). O termo
Caatinga tem origem no tupi-guarani e € traduzida como “caa = mata” e “tinga= branca”. Esse
bioma configura-se por uma diversidade de paisagens, formando por um mosaico de arbustos
espinhosos, clima semidrido, florestas sazonalmente secas (SANTOS et al, 2017) (Figura 1).

A Dbiodiversidade contida nesse tipo de vegetacdo oferece espécies vegetais
intensamente adaptadas as circunstancias do meio, como a escassez de dgua e de nutrientes.
Na Caatinga brasileira, ja foram identificadas mais de 1.700 espécies de plantas, onde cerca
de 318 sdo enddgenas (BRAND, 2017). Aproximadamente 70% da Regido Nordeste é
composta pela vegetacdo da Caatinga, este bioma engloba os Estados do Ceara (100%), Rio
Grande do Norte (95%), Paraiba (92%), Pernambuco (83%), Piaui (63%), Bahia (54%),
Sergipe (49%), Alagoas (48%), e a regido norte do estado de Minas Gerais (2%) (SOUZA et
al, 2017; SANTOS et al, 2017).
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Figura 1 — Distribuicdo geografica da Caatinga no Brasil.
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Fonte: CERRATINGA, 2019.
Disponivel em: http://www.cerratinga.org.br/caatinga/. Acesso em: 11 abr. 2019.

A vegetacdo da Caatinga é composta principalmente por plantas xerofitas, formada por
espécies que desenvolveram mecanismos para sobreviver em ambiente com poucas chuvas e
baixa umidade (figura 2). Um dos caracteres xeromorficos mais comuns em plantas de
ambiente seco é a presenca de 6rgdos como tubérculos e xilopddios, 0s quais se caracterizam
pela presenca de tecidos armazenadores de agua e conferem a suculéncia a essas plantas
(FAHN; CUTLER, 1992). Dentro desta perspectiva, muitas raizes e caules ndo suculentos
mantém a regido cortical, mesmo ap06s o crescimento secundario, com a funcdo de manter o
tecido parenquimatico funcionalmente armazenador (FAHN; CUTLER, 1992).

Na Caatinga sdo comuns arbustos e arvores baixas. Muitas vezes ocorrem
modificacbes morfologicas como forma de resisténcia a seca, nos cactos, por exemplo, as
folhas sdo modificadas para espinhos por diminuirem a perda de agua por transpiragéo.
Outros exemplos de modificagdes de resisténcia que as plantas desenvolvem sdo: folhas
pequenas ou foliolos céreos ou rugosos, superficie foliar ondulada, caules com vasos lenhosos
curtos e de pequeno didmetro, espinhos ou aculeos, com paredes espessas, sistema radicular
profundo e extenso (ARAUJO FILHO, 2013).
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Figura 2 — Imagem caracteristica das espécies da Caatinga

o,

Fonte: Ministério do Meio Ambente, 2017. isponl'vel em: https://.m
Acesso em: 15 mar. 2020.

ma.gov.br/.

Tais caracteristicas morfofisiologicas expressam uma Vvisdo que a vegetacdo esta
morta, por esta se apresentar sem folhas, como tradicionalmente sdo conhecidas, s6 como
caules e troncos secos e retorcidos (MORAES, 2016). Porém essas plantas adaptadas ao clima
do semiérido permanecem vivas, utilizando como estratégia essas modificagdes morfolégicas
anteriormente citadas, para sobreviver as adversidades do ambiente.

Essas caracteristicas Unicas sdo responsaveis por uma biodiversidade que representa
mais de duas mil espécies, onde aproximadamente 130 espécies sdo endémicas (QUEIROZ,
2011). Por este motivo, a Caatinga é considerada um bioma bastante rico em recursos
genéticos e quimicos que sdo caracteristicos, quando comparada a outras regides semiaridas
no mundo (CALIXTO JUNIOR; DRUMOND, 2014).

No nordeste, as pesquisas etnoboténicas se encontram intensificadas principalmente
em areas de Caatinga no estado de Pernambuco (ALMEIDA; ALBUQUERQUE, 2002;
ALMEIDA et al, 2005; ALBUQUERQUE et al, 2007), entretanto, ainda sdo poucos 0s
estudos realizados em outros estados nordestinos. A maioria das informacdes sobre as

espécies medicinais da Caatinga, hoje conhecidas e estudadas, foi obtida com ajuda de
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levantamentos etnoboténicos. A grande contribuicdo destes trabalhos € verificada nas diversas
pesquisas que ressaltam as praticas de uso e sugestfes de hipoteses que tentam explicar os
sistemas médicos tradicionais das populacdes do semiarido nordestino (ALBUQUERQUE et
al, 2007; ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010; ALENCAR; ARAUJO; AMORIM, 2010;
FERREIRA JUNIOR; LADIO; ALBUQUERQUE, 2011).

2.3 ESPECIE Chloroleucon extortum

2.3.1 Familia

Pertencente a familia Fabaceae, do grupo das angiospermas, gque por sua vez
considerada a terceira maior familia de plantas, possuindo cerca de 727 géneros, 19.325
espécies e 3 subfamilias (Faboideae, Mimosoideae e Caesalpinioideae) (LEWIS et al, 2005).
Dentre estas, a Faboideae se destaca como maior, pelo fato de possuir, aproximadamente, 429
géneros e 12.615 especies, em seguida aparece a Caesalpinioideae com 150 géneros e 2.700
espécies, e por fim, a Mimosoideae com 40 géneros e 2.500 espécies (SILVA, 2009).

De acordo com Doyle e Luckow (2003), a familia Fabaceae apresenta uma
distribuicdo imensa, podendo ser encontradas em diversos locais, que vao desde o circulo
polar artico, até um pouco abaixo da linha do equador, sendo presente em desertos, florestas
tropicais, tundras e em planicies. A grande diversidade entre as espécies dessa familia (figura
3) possibilita uma significativa importancia econémica, tendo em vista a utilizacdo dessas
espécies em variadas atividades, tais como, forragem para o ambito agricola e a alimentacao
humana, cujas espécies usadas sdo: Pisumsativum (Ervilha), Phaseolus vulgaris (Feijdo),
Glycinemax (Soja), Cicerarietnum (Grao-de-bico), Lenscultivaris (Lentilha) e o Vignaradiata
(Feijdo-mungo) (JARDINE; BARROS, 2015).
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Figura 3 — Representac¢do da diversidade de plantas da familia Fabaceae
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Fonte: Jardine e Barros, 2015.

Para Loiola et al (2010), o uso de plantas dessa familia esta relacionado como recurso
medicinal em vérias comunidades rurais da Caatinga, referindo-se ao uso dessas plantas em
rituais religiosos além de enfatizarem a influéncia desse grupo de plantas na cultura sertaneja.
Além de oferecer o interesse no ambito agricola como j& comentado, as espécies de vegetais
contidas na Fabaceae despertam o interesse cientifico, pois portam uma grande variedade de
metabolitos secundarios, sendo caracterizados por: alcaloides, esteroides, flavonoides,
compostos fenolicos, ésteres de acido graxo e fenilpropanoides e, especialmente, as
isoflavonas, pelo fato de serem encontradas com abundancia apenas nessa familia
(IGNOATO, 2012; KOWALSKA et al, 2014). Deste modo, os estudos fitoquimicos e
farmacoldgicos tem se tornado imprescindivel para auxiliar na identificacdo de substancias
bioativas, comprovando a sua eficacia e tornando o seu uso seguro.

Ao se analisar o estudo de Silva (2009), observou que nas trés subfamilias, o
metabdlito flavonoide era o que apresentava uma maior concentracdo em relacdo aos outros
na maioria das espécies, entdo, a partir disso, foi possivel constatar que a Fabaceae é uma
familia particularmente rica em flavonoides, entretanto ja os taninos tém frequéncia muito
baixa se comparada aos flavonoides (SILVA, 2007). Esse é um dos fatores que impulsionam a
realizacdo de diversos estudos etnobotanicos, que permitem a utilizacdo de determinadas

espécies no &mbito industrial, viabilizando a producdo de medicamentos a partir de plantas
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medicinais, tintas e inseticidas. Somado a isso, torna-se importante também o conhecimento
sobre as propriedades quimio-ecoldgicas, cujas espécies exercem alguns mecanismos de
defesa ao serem expostas a um fator externo desfavoravel, como: alta incidéncia de raios
ultravioleta (UVA e UVB) e presenca de pragas (insetos, fungos e bactérias) (HEGNAUER;
GRAYER-BARKMEIJER, 1993).

2.3.2 Género e Espécie

O género Chloroleucon, formado pelas espécies (C. acacioides, C. dumosum, C.
extortum, C. foliolosum e C. tortum), possui uma vasta distribuicdo no nordeste brasileiro,
especialmente, por conta da predominancia do bioma Caatinga (QUEIROZ, 2009). Essas
espécies sdo agrupadas conforme a organizacdo dos glomérulos, podendo ser classificadas
como glomérulos homomorficos (C. Dumosum) e glomérulos heteromérficos (C. extortum, C.
acacioides, C. foliolosum e C. tortum), entretanto, o fator determinante para a diferenciagéo
taxonémica das espécies, sdo as caracteristicas dos frutos (ALMEIDA; SOUZA; QUEIROZ,
2015).

Também conhecida popularmente como Jurema Branca a espécie Chloroleucon
extortum Barneby & J. W. Grimes (figura 4) é reconhecida com facilidade pelo fruto torcido,
moniliforme e com valvas cartaceas. Suas inflorescéncias estdo inseridas no grupo com flores
heteromorficas. As folhas de C. extortum sdo distintas entre os periodos de floracdo e
frutificacdo: no primeiro caso, estdo em desenvolvimento, jovens e menores; no segundo,
estdo totalmente desenvolvidas e maiores (ALMEIDA; SOUZA; QUEIROZ, 2015). Pouco se
sabe sobre as atividades farmacol6gicas desta espécie uma vez que nao ha achados cientificos
sobre ela. Para Queiroz (2009) esta espécie é considerada endémica e pouco coletada, sendo

considerada rara.
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Figura 4 — Chloroleucon extortum Barneby & J. W. Grimes (Jurema Branca)

Fonte: O Autor.

2.4 METODO EXTRATIVO-MACERACAO

Os métodos para extracdo de metabolitos secundarios sdo de importancia crucial para
0 estudo de plantas medicinais a extracdo dos seus componentes ativos tem por base o seu uso
medicinal, de modo a obter um extrato similar ao seu uso tradicional. Através dos extratos
juntamente com algumas técnicas é possivel conhecer a composicdo quimica e a qualidade
desses extratos. Entretanto, a escolha do solvente ird influenciar diretamente nos resultados.
Nesse contexto, é importante salientar que estudos prévios como afinidade quimica,
solubilidade de cada solvente deve ser levado em consideracdo para dar continuidade aos
experimentos. A selecdo do solvente depende da natureza dos compostos bioativos, sendo 0s
mais usuais: agua, 0s solventes organicos e misturas de solventes, entre os quais, metanol,

etanol, acetato de etilo, acetona, diclorometano e hexano (SASIDHARAN et al, 2011).
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Em meio as técnicas convencionais ou tradicionais de extracdo sélido-liquido, a
maceracdo é uma das mais utilizadas devido a sua simplicidade e sua economia permitindo
assim a obtencdo de Gleos essenciais e produtos naturais a partir de materiais vegetais. Esta
técnica consiste na imersdao do material vegetal num solvente apropriado num recipiente
fechado, & temperatura ambiente durante um longo periodo de tempo. Por se realizar a
temperatura ambiente este processo € menos suscetivel de provocar a degradacdo dos
metabolitos termolabeis (BUCAR; WUBE; SCHMID, 2013). Também se faz necessario
agitacdo ocasional ou constante para aumentar a velocidade de extracdo das substancias
quimicas. Este processo termina por separacdo do material vegetal residual (bagaco) por
decantagéo, seguido de uma etapa de filtragdo para obtengéo do filtrado (macerado). A adicédo
de solvente fresco para garantir uma extracdo exaustiva e este passo pode ser repetida varias
vezes. Segundo Azmir (2013), existem algumas desvantagens nesta técnica sdo: a) o tempo
de duracdo da extracdo ser longo, podendo ser de horas até varias semanas; b) a utilizacdo da
extracdo exaustiva pode consumir grandes volumes de solvente, o que pode originar perda de
metabolitos ou material vegetal; c) e alguns compostos podem ndo ser extraidos de forma

eficiente se ndo forem solGveis a temperatura ambiente no solvente.

2.5 CITOTOXICIDADE

Como ja é de conhecimento mundial as plantas possuem uma fonte importante de
substancias quimicas naturais biologicamente ativas, muitos dos quais sdo utilizadas para a
producdo de um grande ndmero de farmacos. Segundo um estudo realizado por Cragg,
Newman e Snader (1997) as preparacdes fitoterapicas correspondem a 25% do receituario
médico dos paises desenvolvidos e 80% dos paises em desenvolvimento. Varias espécies ja
foram estudadas e seus principios ativos validados como medicamento como € o caso da
vinca (Catharanthusroseus), planta da qual se obtém a vincristina e a vimblastina, substancias
altamente eficazes contra certos tipos de cancer (THOMSON; WALLACE, 2002).

Além de possuir diversas atividades benéficas, os vegetais também podem apresentar
efeitos indesejaveis, na maioria das vezes, tdxicos, nos quais, podem ser danosos a saude
humana. Segundo o SINITOX (Sistema Nacional de Informacdo Toxicoldgica), os casos de
intoxicacdo por uso inadequado de plantas, estdo cada vez mais recorrentes, chegando em
2010, ao nimero de 1.132 casos, onde 5 destes, causaram Obito. A avaliacdo toxicologica de
plantas medicinais contribui em inimeras questdes ligadas ao uso de vegetais em produtos

naturais.
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Essa avaliacdo é de fundamental importancia, pois muitos compostos presentes nas
plantas possuem atividade toxica que podem causar danos celulares ou genéticos. Tais danos
podem afetar processos vitais como a duplicacéo e a transcri¢do génica, bem como alteragdes
cromossomicas, levando a processos cancerosos € morte celular (BELCAVELLO et al, 2012).
Com isso, 0 conhecimento dos mecanismos de citotoxicidade € de extrema importancia, pois,
além de corroborar com o conhecimento cientifico, também contribui com o conhecimento
popular, objetivando o uso racional desses produtos pela populacdo. Um estudo realizado por
Nogueira, Cergueira e Soares (2010), afirmam que 72% dos agentes utilizados no combate ao

cancer, possuem como principio ativo compostos oriundos de produtos naturais.

2.5.1 Ensaio do MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio]}

Segundo o guideline da OECD (2010) (Organization for Economic Cooperationand
Development) para testar substancias quimicas usando os testes in vitro, devem ser avaliadas,
no minimo, trés concentracOes diferentes da droga. Estas deverdo ser escolhidas dos dados
obtidos de estudos preliminares sobre citotoxicidade. Os testes de citotoxicidade in vitro sdo
importantes para se verificar a toxicidade de novos compostos, principalmente quando se esta
verificando sua aplicabilidade como agente terapéutico (MELO, 2000). Entre os diferentes
testes que podem ser utilizados na avaliacdo da citotoxicidade de um composto, destaca-se o
ensaio MTT proposto por Mosmann (1983), o qual tem sido amplamente utilizado para
determinar a viabilidade e proliferacdo de células apds a exposicdo a substancias toxicas, e
também para a caracterizacdo da toxicidade de novos farmacos (MOSMANN, 1983;
BERRIDGE; HERST; TAN, 2005; BERRIDGE; TAN, 1993).

O ensaio com MTT é um ensaio colorimétrico que se baseia na capacidade de células
metabolicamente ativas reduzirem no meio intracelular o sal soluvel de tetrazolio dando
origem a cristais de formazan, que € um produto de cor roxa, insolivel em agua
(MOSMANN, 1983).

Apesar de inicialmente se ter atribuido a reducdo do MTT a desidrogenases
mitocondriais (MOSMANN, 1983), foi demonstrado que a redu¢do do MTT em 32 células
intactas ocorre na maioria das vezes, fora da mitocondria, por desidrogenases néo
mitocondriais, e provavelmente envolve os cofatores nicotinamida adenina dinucleotido
(NADH) e nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) (BERRIDGE; TAN, 1993;
LIU et al, 1997). Foi entdo proposto que o MTT entra nas células por um processo de

endocitose e que o produto da sua reducdo, o formazan, se acumula em
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endossomas/lisossomas, sendo depois secretado por exocitose. O método envolve a
conversao, pelas células, do MTT de coloragdo amarela em cristais de formazan de coloracéo
roxa. Apos a adicdo de dimetilsulfoxido (DMSQO), os cristais sao solubilizados, liberados e
quantificados colorimetricamente, através de espectrofotometria tipo ELISA (COLLIER;
PRITSOS, 2003).

Figura 5 — Reducdo do MTT por enzimas mitocondriais
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Fonte: O autor.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudo fitoquimico e avaliagdo citotoxica da espécie Chloroleucon extortum
Barneby & J. W. Grimes (Jurema Branca).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Coletar e processar as amostras das espécie para obtengdo do extratos.

b) Obter os extratos secos brutos hidroetanolicos da casca e folha da espécie estudada.

c) Obter extratos fracionados com diferentes polaridades da casca e folha da espécie
Chloroleucon extortum Barneby & J. W. Grimes (Jurema Branca) através de diferentes
técnicas extrativas.

d) Comparar o rendimento dos extratos em relacdo aos métodos extrativos.

e) Quantificar espectrofotometricamente o teor de fendis totais, taninos, flavonodides e
cumarinas da espécie estudadas.

f) Avaliar a citotoxicidade in vitro dos extratos das cascas e folhas de Chloroleucon extortum
Barneby & J. W. Grimes.
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4 METODOLOGIA

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As amostras de cascas e folhas de Chloroleucon extortum Barneby & J. W. Grimes
(Jurema Branca) foram coletadas em Junho de 2018 em uma area de Caatinga do Estado de
Pernambuco, na comunidade do Cardo (08°35°13,5”S e 36°05°34,6”W), localizada na zona
rural de Altinho, municipio do agreste central Pernambucano, distante 163,1 km do Recife,
com uma area de 454, 486 km2 e clima semiarido quente (ARAUJO et al, 2008). A exsicata
foi depositada no Herbério da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) sob o n°
496009.

Figura 6 — Brasil, Pernambuco, Altinho

Fonte: Google Maps, 2019. Disponivel em: https://www.google.com.br/maps/preview. Acesso em: 15
mar. 2019.

4.2 PREPARACAO E CARACTERIZACAO QUIMICA DOS EXTRATOS

As amostras vegetais coletadas foram reduzidas a partes menores com a finalidade de
aumentar a superficie de contato e evitar a contaminagdo do material, e submetidas a
exposicdo ambiente por duas semanas para desidratagdo. Apds secagem, as amostras foram

pulverizadas em moinho vertical de facas tipo Willye (Adamo 340) e padronizadas em
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tamises, obtendo granulometria de 20 Mesh (1,2 mm), sendo acondicionadas em sacos de
papel até a preparacdo dos extratos. Apds este processo, as amostras foram submetidas a
extracdo por maceracao de 48 horas cada na proporcdo de 1:10 (m/v) com etanol 80%, o
liquido extrator foi renovado por duas vezes totalizando o numero de 3 maceracdes para a
obtencdo do extrato bruto etanolico. Em seguida, os extratos foram filtrados e submetidos a

evaporacao sob pressdo reduzida, a temperatura de 40+5° C, até total secura.

4.3 METODOS DE FRACIONAMENTO

As amostras vegetais (100g) foram submetidas a uma nova extracdo liquido-lquido
para a obtencdo de extratos fracionados com diferentes polaridades: Hexano, Acetato de etila
e Metanol. Para a realizacao desse tipo de extracdo foi utilizado dois métodos extrativos:

a) Extracdo Fracionada: realizou-se uma maceracdo utilizando a matriz vegetal e
inicialmente o liquido extrator hexano por 48h com 2 trocas. A fragdo foi filtrada e separada.
A matéria vegetal foi seca e adicionou-se acetato de etila, repetindo o procedimento realizado
anteriormente, o mesmo utilizando o metanol, as respectivas fracbes foram recolhidas
individualmente e concentradas a evaporagdo sob pressao reduzida, a temperatura de 40+5° C,
até total secura.

b) Cromatografia em coluna filtrante: foi realizada em um funil de Bucher. Onde se
montou um a coluna tamponando-se a parte inferior com papel de filtro, preenchendo a
mesma com silica de maneira uniforme até uma altura de 2/3 do funil sobrepondo-a com
papel de filtro.

Apos, incorporou-se uma aliquota do extrato vegetal bruto seco (11,5 g para casca e 5
g para folhas) a um correspondente de 1/3 do total de Silicagel 60 (Merck) que compunha a
coluna formando o topo solido. Iniciou-se a elui¢do, primeiramente com Hexano P.A (1L), em
seguida comacetato de Etila P. A (1L) e ap6s uma ultima eluicdo com Metanol P.A (1L).
Todas as elui¢des respeitaram o grau de polaridade dos solventes, sendo eluido da menor para

maior polaridade.
4.4 PROSPECCAO DOS CONSTITUINTES FITOQUIMICOS
As analises qualitativas dos compostos quimicos foram realizadas por cromatografia

em camada delgada (CCD) de gel de silica desenvolvida por sistemas eluentes e reveladores
de acordo com os métodos descritos na quadrol (WAGNER; BLADT, 1995).
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Quadro 1 — Sistemas de eluicdo, padr@es e reveladores utilizados para evidenciar a presenca dos compostos

fendlicos
Grupo Sistema eluente Padrao Revelador
Compostos aceta}o d_e eti[a: acido - » -
Eenolicos formico: 4gua Acido Galico Cloreto Férrico
(90:5:5)
acetato de etila: acido
Taninos férmico: 4gua Acido Tanico FeCl3
(90:5:5)
Acetato de etila: acido
Flavonoides férmico: agua Rutina NEU
(90:5:5)
Tolueno: éter (1:1
Cumarinas saturado com acido Cumarina KOH etanolico 10%
acético a 10%)

Fonte: O autor.

4.4.1 Determinacdo do contetudo fendlico total

Para determinacdo do contetdo fendlico total foi utilizado a metodologia descrita por
Amorim et al (2008). O extrato seco foi diluido em metanol P. A numa concentracdo de
1mg/mL em baldo volumétrico de 50 mL, em triplicata.

Foi adicionada uma aliquota de 0,2 mL (200 pL) do extrato diluido a um tubo de
ensaio. Posteriormente, foram adicionados 500 pL do reagente Folin-Ciocalteu (solugéo
aquosa 10%), 1 mL de solucdo de carbonato de sddio (7,5%) e completado o volume com
agua destilada para 10 mL. Apés a preparacdo desta solucdo, agitou-se adequadamente,
permanecendo em repouso por 30 minutos, ao abrigo da luz, a temperatura ambiente. Apos
esse periodo, a absorbancia da mistura foi medida a 760 nm contra um branco preparado com
agua destilada.

Como padréo foi utilizado o &cido tanico, preparando-se uma curva de calibracdo em
tubos de ensaio com aliquotas de 0.050, 0.100, 0.150, 0.200, 0.250, 0.500, 0.750 e 1 mL da
solugdo padrdo de acido tanico a 1 mg/mL, em &gua destilada. Posteriormente, foram
adicionados 500 uL da solugdo de Folin-Ciocalteu e 1 mL da solucdo de carbonato de sodio
em cada tubo de ensaio. O volume final foi completado para 10 mL com &gua destilada. As
concentrages finais obtidas do &cido tanico foram 0.5; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5; 5.0; 7.5; 10.0pg/mL,
respectivamente. A cor azul produzida pela reagdo possui uma absor¢do maximaa 760 nm e é
proporcional a taxa de compostos fendlicos. O teor de fenois totais foi expresso como
miligramas equivalentes de acido tanico por grama de amostra (mg TAE/g) (AMORIM et al,
2008).
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4.4.2 Determinacéo do contetdo de taninos

A determinacdo do teor de taninos foi realizada segundo protocolo desenvolvido por
Amorim et al (2008) adaptado para a espécie. O extrato seco foi diluido em metanol P. A
numa concentracdo de 1mg/mL em baldo volumétrico de 50 mL, em triplicata.

Posteriormente, foram pesados 1 g de caseina e transferidos para erlenmeyer de 50
mL, acrescentando 6 mL da amostra diluida e 12 mL de agua destilada, em triplicata. Apds 3
(trés) horas de reacdo sob agitacao, filtrou-se a solu¢do em baldo volumétrico e o volume foi
completado para 25 mL com &gua destilada. Foi retirada uma aliquota de 1 mL e
quantificados os fendis residuais pelo método Folin-Ciocalteu. O teor de taninos foi calculado
pela diferenca entre o conteudo de fendis totais e fendis residuais. Como padrao foi utilizado

0 &cido tanico, a curva de calibracao foi preparada conforme descrito no item 4.4.1.

4.4.3 Determinacéo do contetdo de flavonoides

A quantificacdo dos teores de flavonoides foi baseada na metodologia descrita por
Peixoto Sobrinho et al (2008). O método é fundamentado na reacéo do fon aluminio (AI®*)
com moléculas de flavonoides da amostra, estabelecendo o complexo estavel flavonoide-AlP*,
de coloracdo amarela, cuja intensidade é proporcional a concentracdo de flavonoides. Esta
reacdo promove um deslocamento batocrdmico e uma intensificacdo de suas absorc¢des,
podendo ser quantificado sem sofrer influéncia de outros compostos fendlicos presentes na
amostra.

O extrato seco foi diluido em metanol P. A numa concentracdo de 1mg/mL em baldo
volumétrico de 50 mL, em triplicata. Para quantificar os flavonoides, uma aliquota de 0,2 mL
(200 pL) do extrato diluido foi transferida para tubos de ensaio. Posteriormente, foram
adicionados 0,120 mL (120 pL) de acido acetico glacial, 2 mL da solucdo de piridina (20%,
v/iv.em metanol P. A), 0,5 mL (500 pL) do reagente cloreto de aluminio (5%, p/v em agua
destilada) e completado o volume para 10 mL com agua destilada em cada tubo. Apds a
preparacdo desta solucdo, agitou-se adequadamente, permanecendo em repouso por 30
minutos, ao abrigo da luz, a temperatura ambiente. ApoOs esse periodo, a absorbancia da
mistura foi medida a 420 nm contra um branco preparado com agua destilada.

Preparou-se a curva de calibracdo com aliquotas de 0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00;
1,50; 2,00 mL da solugédo de rutina (0,1 mg/mL em metanol), em tubos de ensaio.

Posteriormente, foram adicionados 120 pL da solucdo de &cido acético, 2 mL da solucéo de
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piridina, 0,5 mL do reagente cloreto de aluminio. O volume final foi completado para 10 mL
com &gua destilada. As concentragdes finais de rutina foram de 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0;
15,0; 20,0 pg/mL, respectivamente. O teor de flavonoides totais foi expresso como

miligramas equivalente de rutina por grama de extrato (mg ER/Qg).

4.4.4 Determinacdo do contetido de cumarinas

O ensaio colorimétrico descrito por Osorio e Martins (2004) com adaptacdes foi
utilizado para quantificar o contetdo de cumarinas. Foram transferidos 0.5 mL do extrato
diluido (1.0 mg/mL) para tubos de ensaio. Posteriormente, foram adicionados 2 mL de 4gua
destilada e 500 pL da solucdo de acetato de chumbo. Agitou-se a amostra e, em seguida,
foram adicionados 7 mL de agua destilada. Desta solucdo, 2 mL foram transferidos para
novos tubos de ensaio e adicionados 8 mL da solucao de &cido cloridrico.

As amostras permaneceram por 30 minutos ao abrigo da luz a temperatura ambiente.
A absorbancia da mistura foi medida a 320 nm contra um branco preparado com agua
destilada.

A curva de calibracdo (aliquotas de 10, 25, 100, 200, 300, 400, 500 pL) foi preparada
com uma solugdo padrdo de 1,2-benzopirona e todos os demais reagentes citados
anteriormente para os extratos, aferindo-se o volume final para 10 mL com &gua destilada. O
ensaio foi realizado em triplicata e as concentracdes finais de cumarina ficaram entre 0,4-20,0
pg/mL. O teor de cumarinas totais foi expresso como miligramas equivalente de cumarina por

grama de extrato (mg EC/qg).

4.5 CITOTOXICIDADE

A atividade citotoxica foi realizada no Laboratorio de Cultura de Células, do
Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco, pelo método do MTT
[brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)] (MOSMANN, 1983; ALLEY et
al, 1988).

As linhagens de celula ndo neoplésicas utilizadas foram PBMC (células
mononucleadas de sangue periférico humano) que foram ressuspendidas em meio de cultura
RPMI 1640. As linhagens de células tumorais humanas utilizadas foram HCT-116 (cancer de
colorretal humano) e HL-60 (leucemia promielocitica aguda) mantidas em meio de cultura

RPMI 1640; HelLa (cancer cervical humano) e NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de


http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Methyl
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole

34

pulm&o humano) mantidas em meio de cultura DMEM. Os meios foram suplementados com
10 % de soro fetal bovino e 1 % de solucdo de antibidtico (penicilina e estreptomicina). As
células foram mantidas em estufa a 37 °C em atmosfera imida enriquecida com 5 % de COo.

As células HCT-116, HL-60, NCI-H292 e HelLa (10° células/mL) e PBMC (10°
células/mL) foram plaqueadas em placas de 96 poc¢os e incubadas por 24 h. Em seguida as
amostras dissolvidas foram adicionadas aos pogos em concentragdo final de 50pg/mL. O
farmaco doxorrubicina (5 pg/mL) foi utilizado como padrdo. Apds 72 h de reincubacéo, foi
adicionado 25 pL de MTT (5 mg/mL) e depois de 3 h de incubacéo, 0 meio de cultura com o
MTT foram aspirados e 100 pL de DMSO foi adicionado a cada pogo. A absorbancia foi
medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 560 nm.

Os experimentos foram realizados em quadruplicata e a percentagem de inibicdo foi
calculada no programa GraphPad Prism 8.1 demo. Foram realizados 2 experimentos

independentes.

4.5.1 Método de analise dos resultados

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das
amostras testadas. Amostras com alta atividade (95 a 100 % de inibi¢do do crescimento
celular), com atividade moderada (inibicdo de crescimento celular variando de 70 a 90%) e
sem atividade (inibicdo de crescimento menor que 50%) (RODRIGUES et al, 2014).

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os teores dos metabolitos secundéarios foram avaliados através da analise de variancia
de Kruskal Wallis seguido de comparag¢6es multiplas pelo teste de Dunn. As diferencas foram
consideradas significativas ao nivel de p < 0,05. O programa BioEstat 5.0 foi utilizado para

realizacéo da analise estatistica (AYRES et al, 2007).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS

A escolha de método extrativo a partir de drogas vegetais ird depender da substancia
e/ou grupo de substéncia de interesse do estudo e deve evitar a sua modificacdo quimica, a
fim de se obter um rendimento 6timo no final do processo (CUJIC et al, 2016). Ainda assim,
a eficiéncia da extracdo estd diretamente relacionada a fatores intrinsecos do processo, tais
quais, tempo de contato da droga com o liquido extrator; renovagdo do solvente; velocidade
de agitacdo,temperatura e entre outros. Desse modo, a sua avaliacdo é de suma importancia, a
fim de obter métodos extrativos que sejam simples, seguros, reprodutiveis e de baixo custo
(FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2010; VONGSAK et al, 2013).

Os rendimentos de extracdo da casca e folha de Chloroleucon extortum (Jurema
Branca) estdo dispostos no quadro 2. Em relagéo aos rendimentos dos extratos foi observado
uma variacgdo, tanto de acordo com o método de extracdo utilizado como pela utilizacdo de

diferentes solventes.

Quadro 2 — Rendimento em porcentagem a partir dos extratos obtidos da casca e da folha de Chloroleucon
extortum (Jurema Branca)

Metodo Solvente Rendimento/casca Rendimento/folha
extrativo
Extrato bruto Etanol 80 % 14,84% 17,47%
Hexano 0,24% 2,78%
Extragao Acetato de 0,83% 1,4%
Fracionada .
etila
Metanol 7,87% 9,63%
Coluna Hexano N/D N/D
; Acetato de 1,86% 2,01%
Filtrante .
etila
Metanol 8,15% 3,51%

Fonte: O autor.

Ao se comparar 0s outros métodos extrativos em ambas as partes da planta, os
rendimentos que mais se destacaram apresentaram maior afinidade preferencialmente para os
solventes polares, especificamente o metanol que apresentou um rendimento em diferentes

técnicas extrativas de (casca = 7,87%, 8,15%) e (folha = 9,63%, 3,51%), em relacdo aos
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solventes apolares. Constata-se que o0s solventes acetato de etila (casca = 0,83 % e 1,86%),
(folha = 1,04% e 2,01%) e hexano (casca = 0,24%), (folha = 2,78%), em ambas as partes da
planta e em diferentes métodos, apresentaram uma baixa afinidade para os constituintes da
mistura apresentando assim baixos rendimentos.

Segundo Bucar, Wube e Schmid (2013), o emprego da técnica de maceragdo para
extracdo de produtos naturais (no caso da extragdo fracionada) origina rendimentos baixos.
Desta forma, para melhorar a eficiéncia do processo extrativo a adicdo de agitacdo ocasional
ou constante permitiria aumentar a solubilidade dos constituintes da amostra vegetal, com o
consequente aumento do rendimento. Os baixos rendimentos resultantes desta técnica de
extracdo e a selecdo da mesma permitem evitar a degradacdo dos possiveis compostos
termolabeis existentes na amostra vegetal inicial, pois o processo ocorre a temperatura
ambiente (SEIDEL, 2006).

5.2 FITOQUIMICA

Os resultados obtidos para analise fitoquimica dos extratos foram discutidos partindo
da cromatografia de camada delgada, com solucbes reveladoras para fendis totais,
flavonoides, taninos e cumarinas. Apos a aplicacdo das solucdes reveladoras, a visualizagdo
dos compostos se tornou possivel sob luz ultravioleta 365nm. Sendo assim, ndo havendo
prévio conhecimento quimico sobre a espécie em estudo, esta analise torna-se importante para
0 reconhecimento de classes de metabdlitos secundéarios relevantes (MELLO et al, 2000),
fundamentando-se no principio de que qualquer substancia encontrada na planta pode ser um
principio ativo em potencial, independentemente de sua concentragdo (CECHINEL FILHO;
YUNES, 1998).

Com isso, foi possivel observar a presenca dos compostos avaliados nos diferentes

extratos havendo diferenga na composigdo entre os métodos extrativos utilizados (quadro 3).



37

Quadro 3 — Analise Quimica dos extratos de cascas e folhas de Chloroleucon extortum (Jurema Branca) obtidos

por diferentes métodos extrativos

Casca Folha
Classe de - -
compostos Fracionamento Coluna Fracionamento Coluna
EB | H| Ac M Ac | M| EB | H| Ac M Ac M

Cor‘ppostos + - + + + | + - + - + + + +
fenolicos
Tgnlno_s, . + - + + + =+ - + - + =+ + +
Hidrolisaveis
Taninos + - + + + + + + + + =+ + +
Condensados
Flavonoides + |+ | + + + | + |+ | + |+ | + + + +
Cumarinas + |+ | + + + | + |+ | + |+ | + + + +

Fonte: Autor.

Legenda: 1 = EB: extrato bruto; H: hexano; Ac: Acetado de etila; M: metanol.

A partir das andlises cromatogréaficas foi possivel verificar que os extratos de casca de

Jurema Branca que apresentaram maior intensidade para fendis, flavonoides e cumarinas

foram aqueles fracionados com acetato de etila por diferentes técnicas (figura 7).

Figura 7 — Placa cromatografica para presen¢a de Cumarina nos extratos de casca de Chloroleucon extortum

Legenda: 1 = Padrdo Cumarina; 2 = Extrato Bruto 3 = Ext. Fracionado acetato de etila; 4 = Ext. Fracionado
hexano; 5 = Ext. Fracionado metanol; 6 = Ext. coluna Acetato de etila; 7 = Ext. coluna metanol.
Fonte: O Autor.
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Os teores de fendis totais, taninos, flavonoides e cumarinas da casca e da folha de
Chloroleucon extortum (Jurema Branca), obtidos por diferentes métodos extrativos foram
avaliados e os resultados obtidos nos doseamentos estdo apresentados nas quadros 4 e 5,
respectivamente. Os valores expressos sdo as médias das replicatas acompanhadas do desvio
padrdo em mg/g equivalente de acido tanico para fenois totais e taninos, equivalente de rutina
para flavonoides e equivalente de 1,2-benzopirona para as cumarinas.

A fracdo acetato de etila da casca da espécie Jurema branca destacou-se com relacao
ao teor de fendis totais, um teor de 15,35 + 3,19 mg/g. Ja para os teores de flavonoideso
extrato de acetato de etila, obtido por coluna filtrante,apresentou235,04 + 26,66 mg/g,
respectivamente. Observou-se diferenca estatistica significativa dos extratos obtidos por
diferentes técnicas. Para os teores de taninos a fracdo acetato de etila apresentou um teor de
13,60 + 5,65 mg/g e para cumarinas a fracdo hexano apresentou um teor de 27,23 + 0,58
mg/g. Contudo o teor apresentado ndo foi significativamente diferente dos extratos obtidos
por diferente solventes.

Quadro 4 — Teores (mg/g) de fendis totais, taninos, flavonoides e cumarinas, expressos em média + desvio
padrdo/ concentracdo, dos extratos obtidos a partir das cascas de Chloroleucon extortum Barneby J. W. Grimes
(Jurema Branca) por diferentes métodos extrativos

Método FT TN FLA CUM
Extrativo (mg EAT/g) (mg EATI/g) (mg ER/g) (mg EC/g)
Extrato bruto 7,88 + 1,86 0,29 + 2,99 16,19 £ 1,22 22,18 + 0,09
etanolico 80% 24,92% a 13,49 % a 7.54% a 0,39% a
< 269,40+3,80 27,23+ 0,58
Fracdo hexano N/D N/D 1,41% b 2.19% b
Fracéo acetato 15,35+ 3,19 13,60 £ 5,65 119,49 + 6,40 23,27 +0,49
de etila 20,80% b 41,24% b 5,36% a 2,09% a
Fracio metanol 6,15 + 2,62 4,93+2,21 31,72+1,11 21,93+0,11
¢ 42,65 % a 44,82% c 3,49% c 0,51% c
Coluna hexano SIR
Coluna acetato 15,29 +5,38 13,26 + 5,32 235,04 + 26,66 24,76 + 0,38
de etila 35,21 %d 40,12%d 16,54%d 1,51 %d
6,34 + 0,92 21,65+ 0,18
Coluna Metanol N/D N/D 14.56a 0,82 %a

Legenda: FT = Fendis Totais, TAN = Taninos, FLA = Flavonoides, CUM = Cumarinas, N/D= néo detectado,
S/R=sem rendimentos. Letras iguais na mesma coluna indicam nao diferenca estatistica conforme Kruskall
Wallis (seguido de Dunn), p < 0.05.

Fonte: O autor.
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Com relacéo aos extratos de folhas de Jurema Branca, o extrato metandlico que obteve
maior quantidade em relacdo ao teor de fendis totais, o qual apresentou um teor de 102,08 +
1,12 mg/g. Ja para os teores de flavonoides a fracdo acetato de etila apresentou 602,98 +
15,44 mg/g. No entanto, estatisticamente ndo se observou diferenca significativa dos extratos
obtidos por diferentes solventes. Para taninos a fracdo metanol apresentou um teor de 65,70 +
3,97 mg/g e para cumarinas a fragcdo hexano apresentou um teor de 27,19 + 0,13 mg/g. Né&o se

observou diferenca estatistica significativa entre os extratos obtidos por diferentes solventes.

Quadro 5 — Teores (mg/g) de fendis totais, taninos, flavonoides e cumarinas, expressos em média + desvio
padrdo/ concentracdo, dos extratos obtidos a partir das folhas de Chloroleucon extortum Barneby J. W. Grimes
(Jurema Branca) por diferentes métodos extrativos

Método FT TN FLA CUM
Extrativo (mg EAT/g) (mg EAT/g) (mg ER/g) (mg EClg)
Extrato bruto 92,26 + 6,62 71,40 £ 4,12 73,07 £ 6,74 22,58 +0,11
etanolico 80% 7,18% a 577% a 9,23% a 0,48 % a
x 272,85 £ 6,51 27,19 £0,13
Fracéo hexano N/D N/D 2.38% b 0,48% b
Fracdo acetato 17,33+ 4,07 25,75+ 4,10 602,98 + 15,44 26,55+ 0,13
de etila 23,49% b 1591% b 2,56 % a 0,47% a
Fracio metanol 102,08 £ 1,12 65,70 + 3,97 113,63 + 0,38 22,53 +0,13
¢ 1,10% a 6,07% c 0,33%¢c 0,59% c
Coluna hexano SR
Coluna acetato 45,67 £ 4,43 37,27 £ 6,62 331,15+ 14,31 23,46 £ 0,34
de etila 9,71%d 17,15%d 432%d 1,44d
Coluna Metanol 67,39 + 1,66 52,22 +1,99 52,48 + 3,21 23,24 £ 0,09
2,47%d 3,80%d 6,12% a 0,37%d

Fonte: préprio autor. Legenda: FT = Fendis Totais, TAN = Taninos, FLA = Flavonoides, CUM = Cumarinas,
N/D = N&o detectado, S.R= Sem rendimento. Letras iguais na mesma coluna indicam nao diferenca estatistica
conforme Kruskall Wallis (seguido de Dunn), p < 0.05.

Fonte: O autor.

A determinagdo dos teores de metabolitos secundarios em plantas de uso medicinal
através de analises fitoquimicas baseia-se na marcacao das quantidades de uma classe quimica
presente na constituicdo quimica de determinada planta (VIGO et al, 2004; FREIRE, 2006).
Este fato estd ligado aos processos bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos, bem
como sazonalidade, periodo circadiano, idade e desenvolvimento da planta, além da
disponibilidade de nutrientes e agua no solo (MIRANDA et al, 2016). Deste modo esses
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fatores podem explicar as diferengas observadas nos resultados da avaliacdo fitoquimica das
amostras estudadas.

Embora o estudo tenha demostrando diversos resultados positivos, em relacdo a
presenca de alguns metabolitos secundarios, vale ressaltar que, apesar das diferencas entre 0s
métodos extrativos e seus rendimentos houve uma boa quantificacdo de metabolitos
secundarios em extratos de baixo rendimento, como por exemplo os extratos da fracdo acetato
de etila e a fracdo hexanica tanto de casca quanto de folha. Para os teores de flavonoides.
Corroborando assim com o estudo feito por Silva (2009), onde comprova que as espécies da
familia Fabaceae sdo ricas nesse tipo de metabolito.

Diversos trabalhos cientificos tém evidenciado que ha uma grande variedade de
metabolitos secundarios em espécies oriundas da Caatinga e apontam a presenca de
compostos fenolicos em varias espécies deste bioma, sendo um indicativo de que estes
compostos podem estar relacionados com muitas das atividades farmacoldgicas atribuidas
popularmente a estas espécies (MONTEIRO et al, 2006; ALENCAR et al, 2009). Aradjo et al
(2008) também evidenciaram o quantitativo de taninos e flavonoides de diversas espécies da
Caatinga relacionando estes com uso popular.

Os compostos fendlicos por sua vez tem um papel importante durante o
desenvolvimento da planta e em situacOes de estresse, pois atuam na absorcao da radiagao nas
camadas epidérmicas dos tecidos, regulando o sistema antioxidante nas células além de
contribuir para qualidades sensoriais, como cor, flavor (impressdo sensorial determinada pelas
sensacOes de sabor e aroma) e sabor de frutas e vegetais frescos e seus produtos (KIM; OM,
2008). Portanto a presenca de compostos fendlicos nas plantas pode nos levar a respostas
farmacologicamente positivas se tratado de efetividade, pois essas substancias possuem
propriedades antioxidantes, anti-inflamatoérias e imunomoduladoras comprovadas.
Atualmente, vém sendo estudados como agentes quimio-preventivos (SOUZA et al, 2019).

Um dos representantes quimicos desses compostos fenolicos sdo os taninos que
possuem uma rica atividade com suas propriedades adstringentes. Esses compostos exercem
um efeito antidiarreico e antisséptico por via interna e na via externa impermeabilizam as
camadas mais expostas da pele e mucosas, protegendo assim as camadas subjacentes. Os
taninos podem, tambem, apresentam acdes antimicrobiana e antifungica, auxilia na cura em
processos inflamatorios de queimaduras e feridas como também auxilia como um bom
antidoto para intoxicagfes (BRUNETON, 2001; MELLO et al, 2000). Alguns estudos
realizados demonstraram a alta efetividade desses compostos contra o cancer gastrico, sendo

considerado um bom agente anticancerigeno (CHUNG et al, 1998).
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J& os flavonoides outra classe citadas anteriormente possuem também acoes
farmacoldgicas que ja foram evidenciadas em diversos estudos como, por exemplo: acdo
analgesica, antialérgica, hepatoprotetora, antimicrobiana a acdo anti-inflamatéria que podem
inibir as vias de ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase, as quais desempenham um papel
importante como mediadores inflamatdrios (SIMOES et al, 1988; FERRANDIZ; ALCARAZ,
1991). Também pode desempenhar acdo antitumoral onde os flavonoides também apresentam
acao antitumoral, possivelmente através do controle da proliferacdo celular e bloqueio da
oncogénese por mecanismos que modulam enzimas da via metabdlica carcinogénica
(AMADO et al, 2011). O mecanismo de acdo antiviral dessa classe se da atraves da
capacidade de interacdo com o virus que vai desde a ligacdo até sua entrada na célula
hospedeira onde ocorre por meio de ligacGes com glicoproteinas do envelope viral e
receptores celulares modificando assim a sua estrutura quimica bloqueando o sitio de ligacao
do virus (SANTOS; RODRIGUES, 2017).

Outra classe de metabolitos secundarios contidos nas plantas em geral sdo as
cumarinas onde diversos estudos apontam sua diversidade se tratando de estudos bioldgicos.
Como por exemplo, uma serie de derivados de cumarinas (4-hidroxi, 7-hidroxi e 3-
carboxicumarinas) demonstrou uma melhor atividade contra bactérias Gram positivas ao
invés de Gram negativas, enquanto alguns foram mais eficazes, especificamente, para o
Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus (LIN et al, 2012). Em outro estudo, dois novos
compostos cumarinicos obtiveram éxito com uma atividade antifungica significativa quando
comparada ao fluconazol. (AL-AMIERY et al, 2012) e testadas contra as espécies de
Candidaalbicans e de Aspergillus niger.

Por outro lado, as cumarinas também demonstraram ser eficazes na atividade
anticancerigena. Um estudo realizado por Ahmad et al (2014) para avaliar a atividade
anticancerigena sobre a linhagem celular A2780 de carcinoma epitelial do ovario humano
inibiu a proliferagdo aproximadamente de 50% das celulas in vitro na concentragdo de 0,64
mg/ml. No estudo realizado por Kim e Om (2008), observaram que a esculetina (6,7-
dihidroxicumarina) possuem um potente efeito citotoxico sobre a linhagem HT-20
(adenocarcinoma de colon retal humano) com um efeito do tipo dose e tempo-dependente. O

tratamento com 55 pg/ml reduziu a viabilidade celular em 50%.
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5.3 CITOTOXICIDADE

O percentual de inibicao de crescimento das células PBMCs tratadas com o0s extrativos
de Jurema Branca variaram entre 17,04 £ 0,88 e 38,66 + 1,81. Nenhum dos extratos pode ser
considerado citotoxico na concentracdo de 50 pg/ml, pois apresentaram inibicdo abaixo de
50% das células mononucleadas conforme mostra o quadro 6. Isso aponta para uma baixa
citotoxicidade para células do sistema hematopoiético, sendo um dado relevante na triagem de
farmacos anticancerigenos uma vez que este tem como um dos principais efeitos adversos a
mielossupressdo. O perfil antitumoral dos extratos também foi avaliado e os resultados estéo
expressos no quadro 6. O Extrato bruto da casca (JB1) apresentou percentual de inibicdo de
65,50 + 1,78 para a linhagem de cancer de colorretal e inibiu 65,53 + 3,13 de crescimento da
linhagem de leucemia promielocitica aguda. Esses dados permitem classificar o extrato JB1
dentro da escala de atividade citotoxica moderada.

Os doze extrativos de Jurema Branca apresentaram perfil de inibicdo bem semelhante
com valores de inibicdo da linhagem NCI-H292 abaixo de 30%, segundo Rodrigues et al
(2014), as amostras que apresentarem perfil de inibicdo celular abaixo de 50% ndo podem ser
consideradas citotoxicas, portanto para esta célula, as amostras em estudo ndo apresentaram
atividade.

As amostras testadas com a linhagem HelLa também apresentaram baixo percentual de
inibicdo de proliferacdo dessas células. Apenas a amostra JB8 (coluna filtrante AcOEt)
destacou-se entre as demais com perfil de inibicdo de 48% de crescimento celular.

Os produtos JB2 (coluna filtrante casca AcOEt), JB6 (extrato fracionado casca
MeOH), JB10 (extrato fracionado folha hex) testados na concentragdo de 50 pg/ml inibiram
cerca de 50% da proliferacdo celular para pelo menos uma linhagem cancerigena testada

(quadro 6).
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Figura 8 — Percentual de Inibicdo dos extratos de Jurema Branca testados em células tumorais. Os extratos foram
testados na concentrag&o de 50 pg/ml
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Fonte: O autor.

Quadro 6 — Percentual de inibigcdo do crescimento celular (IC %) dos extratos de Jurema Branca em linhagens de
células normais e tumorais na concentracgao de 50 pg/ml através do método colorimétrico MTT apds 72 horas de

tratamento.
Extratos HCT-116 HL-60 HelLa NCI-H292 PBMCs (%IC)
JB1 65,50 +1,78 65,56 19,33+ 0,77 20,37 +1,75 21,67 +0,58
3,135

JB 2 58,75+3,15 | 21,84+0,26 | 20,91+1.81 26,34+1,18 26,18 + 1,84
JB3 36,54+ 293 | 25,52 +0,22 9,55+0,40 18,60 +1,05 22,17+0,91
JB 4 3844+279 | 21,64+0,98 | 35,00+0,70 15,85+1,49 17,04 + 0,88
JB5 36,68+ 0,67 | 30,70+0,16 | 31,76+ 3,55 25,42 + 2,89 20,11+114
JB6 13,74+0,97 | 50,53+2,70 | 32,76 +1,67 19,45+1,44 18,94+ 0,88
JB7 28,58+132 | 40,66+0/46 | 21,79+2,48 14,25+1,73 25,01 +2,59
JB 8 30,18+1,20 | 4357+0,43 | 48,28+3,92 8,77 +0,62 38,66 +1,81
JB9 37,33+0,07 | 47,70+197 | 2168+1,16 23,45+ 1,63 24,06 +1,64
JB 10 5185+2,75 | 5164+112 | 20,48+1,43 17,31+0,40 25,96 + 2,51
JB11 16,09+1,07 | 31,48+2,97 | 22,39+3,65 16,65+ 0,76 26,35+ 2,10
JB 12 48,10+ 0,55 | 29,70+ 0,08 3,05+3,17 24,57+ 1,27 20,50 +1,51
DOX 81,85+0,52 | 92,04+0,41 | 85,03+1,35 9428+0,33 | = ...

Os dados sdo apresentados como média + desvio-padrdo do percentual de inibi¢do do crescimento celular das
células: HCT-116 (cancer de colorretal humano), HL-60 (leucemia promielocitica aguda); HeLa (cancer
cervical humano); NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulmé&o humano) tratadas com os extratos

organicos em relacdo ao controle negativo.
Fonte: O autor.
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Ao analisar o quadro 6, é possivel observar que as fragdes JB1 (extrato bruto), JB6
(extrato fracionado casca MeOH) e JB10 (extrato fracionado folha hexanico) apresentaram
potencial de inibicdo frente a células HL-60 (65,56 + 3,135; 65,56 + 3,135; 51,64 + 1,12,
respectivamente) assim como 0s extratos fracionados das folhas da espécie Bauhinia rufa
também pertencente a familia Fabaceae, cujo o potencial de inibicdo variou de 64,65% até
94,05 diante da linhagem celular de leucemia promielocitica aguda (SILVA JUNIOR et al,
2018).

Enquanto que os extratos JB1 (extrato bruto), JB2 (coluna filtrante casca AcOEt) e
JB10 (extrato fracionado folha hexanico) mostraram bom percentual de inibicdo frente a
linhagem HCT 116, 65,50 *+ 1,78; 58,75 + 3,15 e 51,85 £ 2,75, respectivamente. No estudo
realizado por Silva Janior et al (2018), os extratos de B. rufa ndo demonstraram bom
potencial de inibicdo diante de células de cancer de mama humano.

No presente trabalho as fragdes submetidas ao estudo ndo demonstraram ser capazes
de inibir o crescimento das células NCI-H292 quando comparadas ao farmaco controle,
corroborando com o estudo realizado por Silva (2013), onde foi analisada a atividade
citotoxica de extratos metandlicos das folhas de Senna alata e Senna siamea. Os resultados da
citotoxicidade das espécies ndo apresentaram efeito satisfatério de CEso frente a linhagem de
carcinoma de pulmdo humano, apenas frente 8 MCF-7 (adenocarcinoma mamario humano).

As fracdes que demonstraram os melhores resultados diante das linhagens submetidas
aos estudos apresentaram altos teores de flavonoides e cumarinas (JB2, JB6, JB8 e JB10).
Portanto, a elucidacdo dos compostos presentes nessas fragdes € um caminho interessante,
uma vez que se pode identificar o provavel grupo de metabdlitos responsavel por essa
diferenga de atividade entre os extratos obtidos com solventes de polaridade crescente e o

extrato bruto
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6 CONCLUSAO

A partir das analises dos resultados, pode-se observar que ha diferengas entre os
rendimentos dos métodos extrativos escolhidos, sendo os extratos com maior percentual de
rendimento, os com alta polaridade tanto para casca quanto para folha de Chloroleucon
Extortum. Apesar de pouco se saber sobre o espécime oriundo da Caatinga, popularmente
conhecida como Jurema Branca, o presente estudo também forneceu informacdes relevantes
acerca da presenca de metabolitos secundarios da espécie que através das técnicas de extracdo
e obtencdo de extratos com diferentes polaridades, tanto da casca quanto da folha, para que
assim seja possivel chegar ao isolamento de principios ativos importantes na producgdo de
novos fitoterdpicos. Foi possivel quantificar e qualificar os mesmos através de técnicas
especificas e com isso o resultado fitoquimico das amostras mostrou a presenca de todos 0s
metabolitos em estudo com diferentes concentracGes de seus metabolitos sendo a folha de
Jurema Branca a parte mais promissora em relacdo a essa avaliagéo.

Em relacdo aos testes de citotoxicidade, foi evidenciado que os extratos de
Chloroleucon Extortum ndo apresentaram efetividade sobre células normais, sendo mais
seletivos para as células tumorais. Ja o extrato bruto de casca (JB1) apresentou um percentual
de inibicdo moderado, tanto para células de linhagem de céancer de color retal (HCT116)
quanto para linhagem de leucemia promielocitica aguda (HI-60). O extrato de acetato de etila
da folha obtido por coluna filtrante apresentou um perfil de inibicdo de 48% de crescimento
celular frente a linhagem de cancer cervical humano (HelLa).

Com esses resultados foi demonstrada a importancia de uma investigagdo preliminar
dos extratos de plantas utilizadas na medicina popular, bem como a dose e a forma com que
estes extratos sdo utilizados pela populacdo necessitam de investigacBes cientificas, sendo

imprescindivel a estimulacdo destes estudos.
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