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Resumo

A espécie Krameria tomentosa A. St.—Hil, popularmente conhecida como ratanha-de-nova-
granada ou carrapicho-de-cavalo, é utilizada no combate a disenterias, estomatites, diarreias,
hemorragias, hemorroidas e afeccbes da boca. A presenca de lignoides nas espécies do
género Krameria e sua elevada acgdo citotdxica, motivaram este estudo que buscou avaliar a
atividade antiproliferativa do extrato bruto metanolico das raizes de K. tomentosa e suas
fracOes frente a linhagens de células tumorais. A atividade antiproliferativa do extrato bruto
metanolico e das fraces foi determinada através do método da sulforrodamina B, utilizando
linhagens de glioblastoma humano (U-251), carcinoma de ovario (OVCAR-3), carcinoma de
mama (MCF-7) e fibroblasto (NHI-3T3), empregando como padrdo o etoposideo. Para a
analise da constituicdo fitoquimica das raizes de K. tomentosa realizou-se 0s ensaios
colorimétricos qualitativos do screening fitoquimico. Através da analise da atividade
antiproliferativa, constatou-se que o0 extrato bruto metandlico e a fracdo metandlica
apresentaram-se efetivos contra todas as linhagens celulares. Contudo, as fragdes cloroférmio
e acetato de etila apresentaram um 1Cso proximo ao do etoposideo frente as linhagens MCF-7
e OVCAR-3 além disso ndo induziram citotoxicidade nas células normais de fibroblasto.
Através do screening fitoquimico observou-se a presenca de flavonoides, lignoides, saponinas
e taninos. Dentre estes, a presenca dos lignoides nas fracdes apolares parece justificar a maior
citotoxicidade encontrada. A baixa citotoxicidade destas fracoes frente a NHI-3T3 estimulam
a continuidade deste trabalho buscando o isolamento dos lignoides presentes nestas fracdes.
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INTRODUCAO

O céancer atualmente representa a segunda causa de morte no Brasil, constituindo um
dos maiores problemas de saude publica (NOVAES; SCHOUT, 2009). Além disso, o Instituto
Nacional de Cancer (INCA) estima para 0 ano de 2015 a ocorréncia de aproximadamente 576
mil casos novos de cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma.

Em geral, a terapéutica antitumoral é considerada um dos grandes desafios do futuro,
pois 0s tratamentos atuais sdo0 muito invasivos e apresentam diversos efeitos colaterais. Sob a
perspectiva de que o cancer constitui um grave problema de salde publica e devido aos
tratamentos bastante invasivos, constata-se a importancia dos estudos da quimica de produtos
naturais. Uma vez que, a finalidade destas pesquisas € conhecer o0s constituintes quimicos das
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especies vegetais, para que sejam encontradas novas fontes de substancias
farmacologicamente ativas que ndo sejam t&o prejudiciais aos pacientes.

No decorrer dos anos, 0 uso de produtos naturais tornou-se uma importante ferramenta
para a manutencdo e recuperacdo da salde, sendo vastamente empregados na medicina
popular. A vista disso, relatos revelam que cerca de 80% da populacio mundial utiliza plantas
com finalidade terapéutica (FETROW e AVILA, 2000). Dessa maneira, a fitoquimica
corroborou no desenvolvimento de farmacos altamente eficazes. Dentre os medicamentos
antitumorais de origem vegetal, destaca-se a lignana denominada podofilotoxina e seus
derivados semissintéticos o etoposideo e o teniposideo (BARBOSA FILHO, 2007).

A espécie Krameria tomentosa A. St.—Hil, popularmente conhecida como ratanha-de-
nova-granada ou carrapicho-de-cavalo, € utilizada empiricamente no combate a disenterias,
estomatites, diarreias, corrimentos vaginais, hemorragias, hemorroidas e afeccdes da boca
(MADEIRO, 2012).

Para as espécies de Krameria tem sido relatada a presenca de compostos fendlicos,
como taninos e lignanas (ESTRADA et al.,, 2013). As lignanas destacam-se entre 0s
constituintes quimicos presentes na K. tomentosa, pois apresentam atividade antitumoral.
Logo, devido esta atividade bioldgica escolheu-se a K. tomentosa para o estudo, que tem
como objetivo avaliar a atividade antiproliferativa do extrato bruto metandlico das raizes de
K. tomentosa e suas fracdes frente a linhagens de células tumorais.

METODOLOGIA

Material vegetal: As raizes de K. tomentosa foram coletadas em fevereiro de 2013, no
Municipio de Santa Rita, Estado de Pernambuco — Brasil.

Preparo do extrato bruto: As raizes de K. tomentosa foram submetidas a extracdo em aparelho
soxhlet, na relacdo de 1:10 (planta/solvente). O extrato bruto metanodlico, foi concentrado em
rota evaporador sob temperatura inferior a 50°C.

Preparo das fracOes: Foi utilizado um novo material vegetal, na mesma proporcdo (1:10)
planta/solvente, em aparelho soxhlet. O fracionamento ocorreu através do uso de solventes em
ordem crescente de polaridade (cloroférmio, acetato de etila e metanol). Cada fracdo foi
isoladamente concentrada em aparelho de evaporacdo rotativo, sob temperatura inferior a
50°C.

Anélise fitoquimica: A identificacdo dos constituintes ativos presentes nas amostras
(alcaloides, cardiotdnicos, cumarinas, flavonoides, lignanas, quinonas, saponinas e taninos),
foi efetuada com as raizes trituradas de K. tomentosa, seguindo a técnica descrita por
Falkenberg; Santos; Simdes (2007). Os testes para deteccdo dos constituintes do metabolismo
secundario foram realizados através de reacdes gerais: flavonoides (Reacdo da cianidina),
taninos (precipitacdo com solucdo de gelatina), cumarinas (KOH / UV 365 nm), saponinas
(indice de espuma), alcaldides (precipitacdo com reagentes de Bertrand, de Bouchardat, de
Dragendorff e de Mayer), antraquinonas (reacdo de Borntraeger), cardiotdnicos (Reacdo de
Kedde; Reacdo de Liebermann-Burchard; Reacdo de Keller- Kiliani) e lignanas
(cromatografia em camada delgada (CCD) com sistema eluente 90:10 cloroférmio/metanol e
revelador: reagente &cido sulfdrico-vanilina). Para a confirmacao dos resultados qualitativos,
foi realizada uma analise cromatografica utilizando sistemas eluentes e reveladores
especificos propostos por Wagner e Bladt (1996).

Avaliacdo da atividade antiproliferativa: A analise da atividade antiproliferativa do
extrato bruto metanolico e das fracdes foi determinada atraves do método da sulforrodamina
B (SRB), utilizando linhagens de glioblastoma humano (U-251), carcinoma de ovario
(OVCAR-3), carcinoma de mama (MCF-7) e fibroblasto (NHI-3T3), tendo como padréo o
etoposideo. A leitura foi realizada no comprimento de onda de 540 nm. Os valores de
absorvancia foram utilizados para determinar o potencial de inibi¢cdo de crescimento celular,



através dos valores de 1Csy (concentragdo minima necessaria para inibir 50% do crescimento
celular) (SKEHAN et al., 1990; SAMPAIQ, 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através do estudo fitoquimico das raizes de Krameria tomentosa, evidenciou-se nos
testes qualitativos e colorimétricos a presenca de flavonoides, lignanas, saponinas e taninos
(tabela 1). Por conseguinte, alcaloides, cardiotbnicos, cumarinas e quinonas ndo foram
detectados nas avaliagdes executadas.

Tabela 1- Resultados do screening fitoquimico

Classes Quimicas Resultados
Alcaloides Negativo
Cardiotbnicos Negativo
Cumarinas Negativo
Flavonoides Positivo
Lignanas Positivo
Quinonas Negativo
Saponinas Positivo
Taninos Positivo

No estudo, com a realizagdo de uma cromatografia em camada delgada (CCD), houve
a verificacdo positiva de lignanas no extrato bruto metandlico das raizes de K. tomentosa.
Desse modo, o resultado adquirido esta de acordo com relatos na literatura, em consequéncia
de, nas raizes de K. tomentosa, ja terem sido isoladas neolignanas: eupomatenoide,
ottomentosa, sobralina e 2- (2°,4” -diidroxifenil) - 5 (E)-propenilbenzofurano (MADEIRO,
2012).

Nos testes também se evidenciou a presenca de saponinas. Segundo Schenkel,
Gosmann e Athayde (2007), saponinas apresentam distribuicdo diversificada no reino vegetal,
predominantemente encontradas nas familias Agavaceae, Araliaceae, Caryophyllaceae,
Liliaceae, Primulaceae e Polygalaceae. Em descri¢es na literatura, ndo consta a presenca de
saponinas na familia Krameriaceae. Porém, justifica-se a divergéncia entre o resultado
encontrado e 0 que consta na literatura, o fato dessa familia ser pouco estudada.

Recentemente Brokamp et al. (2012) e Estrada et al. (2013) descreveram a presenca de
taninos nas raizes de K. lappacea e K. erecta, respectivamente. Estes relatos estdo de acordo
com o resultado positivo encontrado no ensaio para deteccdo da presenca de taninos nas raizes
de K. tomentosa.

Na anéalise da atividade antiproliferativa constatou-se que as fra¢bes cloroférmio e
acetato de etila apresentaram um ICso proximo ao do etoposideo frente as linhagens MCF-7 e
OVCAR-3 além disso ndo induziram citotoxicidade nas células normais de fibroblasto (tabela
2). Logo, propBe-se que as lignanas estejam presentes nessas fracdes menos polares, pois nos
ensaios realizados elas agiram contra a proliferacdo de células com atividade desordenada.
Além disso, Madeiro (2012) realizou o isolamento e a identificagdo de neolignanas como
ottomentosa e diidrocarinatidina, a partir da fracdo hexanica e cloroférmica obtidas do extrato
bruto etandlico das raizes desta espécie.



Tabela 2 - Resultados do potencial de inibicdo do crescimento celular (ICsp; média + desvio
padrdo; n = 6)

Amostra U-251 OVCAR-3 MCF-7 NHI-3T3

Extrato bruto metandélico 348+3,6 70,5+3,7 320+49 64,17 +5,8

Fracao cloroférmio OR 16,2+1,1 152 +2,3 OR
Fracdo acetato de etila OR 124+16 20,1 £477 OR
Fracdo metanolica 19,3+4,.2 31,2+ 0,5 28,7+ 3,6 66,3+ 2,1
Etoposideo 59+£1,0 10,3+2,1 35+£0,8 225+25

Entretanto, observou-se que o extrato bruto metandlico e a fracdo metandlica
apresentaram-se efetivos contra todas as linhagens celulares. Sendo as Unicas amostras ativas
frente as linhagens de glioblastoma humano e fibroblasto. Portanto, sugere-se que o0s
compostos responsaveis por esta acdo estejam presentes na fracdo metanodlica. A literatura
contribui para esse resultado, ja que também foi descrita atividade antiproliferativa para o
extrato bruto metandlico de K. erecta frente a linhagem normal de tecido conjuntivo
subcutaneo (L929) (ESTRADA et al.,, 2013). A presenca de saponinas encontrada no
screening fitoquimico também pode estar relacionada ao efeito encontrado nestas fracdes.
Devido sua caracteristica quimica, compostos desta classe fitoquimica sé podem estar
presentes no extrato bruto e na fracdo metandlica. Além do mais, saponinas isoladas de
Camassia leichtlinii, apresentaram citotoxicidade frente a células humanas normais de
fibroblastos gengivais (SPARG; LIGHT; STADEN, 2004).

CONCLUSOES

Através da andlise da atividade antiproliferativa, constata-se que o extrato bruto
metanolico e a fracdo metandlica apresentam-se efetivos contra todas as linhagens celulares.

As fracGes cloroférmio e acetato de etila apresentam um 1Cso préximo ao do etoposideo
frente as linhagens MCF-7 e OVCAR-3, além disso ndo induzem citotoxicidade nas células
normais de fibroblasto.

Por meio do screening fitoquimico observa-se a presenca de flavonoides, lignoides,
saponinas e taninos.

Justifica-se a maior citotoxicidade encontrada nas fracGes apolares em virtude da
presenca dos lignoides. A baixa citotoxicidade destas fracdes frente a NHI-3T3 estimula a
continuidade deste trabalho, que busca o isolamento dos lignoides presentes nestas fracoes.
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