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As plantas medicinais s&o utilizadas em grandes proporg¢des por populacdes em todas
as faixas de renda fazendo com que o estudo fitoquimico merega atengéo no contexto
da incessante pesquisa de novos medicamentos. As plantas produzem uma grande
variedade de substancias, dentre elas, os metabdlitos secundarios. Nesse contexto,
objetivou-se com o trabalho realizar o estudo do Extrato Etandlico Bruto (EEB) da C.
procera frente a sua atividade citotoxica em diversas linhagens de células tumorais,
bem como analisar a fragdo de alcaloides totais (FAT) avaliando a fracdo de interesse
em espectroscopia da I. hederifolia. Foram observados resultados importantes na
analise da citotoxicidade da C. procera frente a células cancerigenas que mostrou
atividade citotoxica para as leucemias mieloides K562 e HL-60 com Clso significativas,
enquanto que |. hederifolia apresentou fracdes promissoras obtidas através de CC da
FAT, e uma delas foi encaminhada para andlise espectroscépica de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) para a determinacdo estrutural dos compostos, que nos
espectros de hidrogénio e carbono se mostraram como uma mistura de cumarinas
onde o composto majoritario foi uma trimetdéxicumarina. Dessa maneira, este estudo
aponta a importancia da continuidade dos mesmos para um conhecimento mais
aprofundado sobre as espécies, bem como a intencdo de fazer nova coleta de I.

hederifolia para tentarmos separar essas cumarinas.

Palavras chave: células tumorais; citoxicidade; alcaloides; cumarinas.



ABSTRACT

Phytochemical and biological investigation of Ipomoea hederifolia L.
(Convolvulaceae) and Calotropis procera Ait. (Apocynaceae)

Jéssika Silva Carvalho?

Ivana Maria Fechine 2

Medicinal plants are used in large proportions by populations in all income brackets,
making the photochemical study deserves attention in the context of the incessant
search for new drugs. Plants produce a wide variety of substances, including
secondary metabolites. In this context, the objective of this work was to carry out the
study of the Crude Ethanol Extract (BSE) of C. procera against its cytotoxic activity in
several tumor cell lines, as well as to analyze the fraction of total alkaloids (FAT) by
evaluating the fraction of interest in spectroscopy of I. hederifolia. Important results
were observed in the analysis of the cytotoxicity of C. procera against cancer cells that
showed cytotoxic activity for myeloid leukemias K562 and HL-60 with significant IC50,
while 1. hederifolia showed promising fractions obtained through CC of FAT, and a of
them was sent for spectroscopic analysis of Nuclear Magnetic Resonance (NMR) for
the structural determination of the compounds, that in the spectra of hydrogen and
carbon showed as a mixture of coumarins where the major compound was a
Trimethoxycoumarin. In this way, this study points out the importance of their continuity
for a more in-depth knowledge about the species, as well as the intention to make a

new collection of I. hederifolia to try to separate these coumarins.

Keywords: tumor cells; cytotoxicity; alkaloids; coumarins.
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1. INTRODUCAO

As plantas produzem uma grande variedade de substancias, dentre elas, os
metabolitos secundarios. Estes compostos desempenham um importante papel na
adaptabilidade as condic6es ambientais as quais estdo expostas. InUmero estudo, in
Vvivo e in vitro, tem validado alguns metabdlitos secundarios quanto a sua seguranca
de uso e eficacia farmacoldgica, para o desenvolvimento de novos produtos

farmacéuticos e agroindustriais (SIMOES et al., 2017).

A importancia dos produtos naturais hoje na sociedade moderna € indiscutivel. Em
sua ultima revisdo sobre produtos naturais utilizados como farmacos, Newman e
Cragg indicam que a maioria dos medicamentos atualmente utilizados sdo produtos
naturais ou derivados de produtos naturais. Mesmo o Prémio Nobel de Medicina de
2015 ter destacando a importancia da quimica de produtos naturais no século XXlI,
vale mencionar que diversos outros Prémios Nobel foram concedidos a pesquisadores
atuantes direta ou indiretamente na quimica de produtos naturais (NEWMAN,
CRAGG, 2016).

A Quimica de Produtos Naturais (QPN), conhecida atualmente por fitoquimica,
destina-se principalmente a caracterizacdo estrutural de substéancias naturais, bem
como a avaliacdo de suas propriedades e investigacdes biossintética. Substancias
estas produzidas pelo metabolismo secundario das plantas, que sdo uma das fontes
mais significantes de novos compostos que podem ser utilizados como agentes
farmacoldgicos (JOSE FILHO, 2010).

A familia Apocynaceae possui cerca de 300 géneros e 2000 espécies, distribuidos
em regides tropicais e subtropicais pelo mundo inteiro. Na América do Sul sdo citados
52 géneros e 377 espécies. Caracteriza-se por apresentar uma grande variabilidade
morfoldgica em seus 6rgéaos florais e pela diversidade de metabdlitos secundarios
(KOCH, 1994). A espécie Calotropis procera é conhecida popularmente por: Algodao
de seda, ciumeira, etc. Possui ampla distribuicdo geografica, presente na Asia, Africa
e América e cresce muitas vezes como planta invasora, ocupando areas abandonadas

ou até degradadas.



A Calotropis procera é bastante conhecida por suas propriedades farmacoldgicas
e tem sido utilizada na medicina tradicional para o tratamento de hanseniase,
infec¢des helminticas, Ulceras, tumores e doencgas de pele, baco, figado e abdome. A
maioria das publicagdes sobre as propriedades terapéuticas dela esta relacionada ao

latex e as partes aéreas da planta. (Al-Snafi, 2015)

Y

Ipomoea hederifolia pertence a familia das Convolvulaceae, popularmente
conhecida como: corda de viola e gloria da manha, é nativa do sudeste dos EUA,
desenvolve-se em regides tropicais e subtropicais. Em canaviais e plantagdes,
comporta-se como praga devido a competi¢cdo por luz, &gua e nutrientes, caso acdes
de controle sejam tomadas rapidamente pode controlar a sua disseminacdo que
ocorre por meio de suas sementes (PANDURANGAN; RANA, 2015).

Pandurangan e colaboradores observaram em seu trabalho em 2015 que
a Ipomoea hederifolia apresenta diversas atividades biolégicas de importancia. Dentre
elas, destaca-se as atividades anti-inflamatoria, anticancerigena, antioxidante,

antimicrobiana e anticonvulsivante.

Alguns ensaios Sdo necessarios para a pesquisa de compostos
farmacologicamente interessantes nas plantas. Dentre eles, destaca-se o ensaio de
MTT (brometo de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) que consiste em um
ensaio colorimétrico que avalia a atividade citotoxica ou proliferativa de diversos
compostos. O MTT é um sal tetrazélio, soluvel em agua, que é convertido em cristais
de formazan, com colorag&o purpura, apos a clivagem do anel tetrazélio mediado por
desidrogenases mitocondriais e citoplasmaticas. Apés a solubilizacdo dos cristais de
formazan e medicao da densidade o6ptica pelo espectrofotdmetro (A= 560 nm), é
possivel avaliar a viabilidade celular, onde a intensidade do produto colorido formado
apos a solubilizacao do formazan seréa diretamente proporcional ao numero de células

viaveis presentes na amostra (Caroline, 2018).



Figura 1: Transformag&do de MTT em formazan

MTT )

Desdrogenases mitocondnals

Fonte: Caroline Soares, 2018

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) (2020) cancer é um crescimento
desordenado de células, que podem invadir tecidos adjacentes ou 6rgdos a
distancia. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formacéo de tumores, que podem espalhar-se para

outras regides do corpo.

O presente trabalho teve como objetivo realizar investigacdo Fitoquimica de
extratos e fragdes cromatograficas de Ipomoea hederifolia L. (Convolvulaceae), com
o isolamento de uma mistura de cumarinas, e o Extrato Etandlico Bruto (EEB) de
Calotropis procera (Apocynaceae), ser testado frente a sua atividade citotoxica em

diversas linhagens de células tumorais.

2. REFERENCIAL TEORICO

Calotropis procera

A espécie Calotropis procera € conhecida popularmente como: Algodao de
seda, ciumeira, etc. E uma planta nativa da Africa e da Asia. No entanto, houve a
introdugéo dela fora desses limites levando a naturalizar-se em partes da Austrélia e
das américas do norte e do sul (GRIN, 2021). A planta contém uma seiva leitosa, que
escorre a partir de qualquer ferimento causado em suas partes aéreas (partes que
ficam acima do solo) (CABI, 2021).

E uma planta resistente que consegue sobreviver & ambientes hostis que
apresentam grande seca, alta salinidade, temperaturas extremas e altas radiacoes

ativas fotossintéticas (RIVAS et al., 2020). A planta tem um grande potencial para


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2021.690806/full#B45
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2021.690806/full#B19
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2021.690806/full#B96
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suportar o estresse causado por poluentes a beira da estrada e solos contaminados e
€ facilmente encontrada nesses ambientes. (KHALID et al.,, 2018; ULLAH;
MUHAMMAD, 2020).

Fechine et. al., 2020 relatam o isolamento e identificacdo de um triterpeno do
tipo ursano, (acetato de calotropenil), encontrado na fase hexanica de C. procera. O
terpeno foi identificado e comparado com dados da literatura. O comporto nao esta
diretamente relacionada a atividade citotoxica em células tumorais, o que foi

observado para o Extrato Etandlico Bruto (EEB) dessa espécie.

Devido a sua facilidade de adaptacdo aos inimeros ambientes, ha uma maior
producdo de metabolitos secundarios que servem exatamente para ajuda-la a
sobreviver (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Ha relatos da presenca de metabdlitos
como flavonoides, alcaloides, esteroides, taninos, terpenoides, saponinas, e
glicosideos cardiacos em vérias partes da planta (AL-ROWAILY et al.,, 2020).0s
flavonoides possuem importancia farmacologica, com propriedade antioxidante, anti-
inflamatoria, antiviral e antitumoral (COOK; SAMMANS, 1996). A atividade citotoxica
ja foi demonstrada em diversos trabalhos e em diferentes células tumorais. Este grupo
de substancias trouxe perspectivas na busca de novas drogas para o tratamento do
cancer (MOURA, 2005). Diferentes partes dessa planta, particularmente o latex, séo,
portanto, testadas contra varias linhagens de células cancerigenas (AL-QAHTANI, et
al., 2020).

Figura 2: Calotropis procera

Fonte: google imagens, 2022


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2021.690806/full#B58
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2021.690806/full#B106
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2021.690806/full#B106
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2021.690806/full#B10
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2021.690806/full#B8
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2021.690806/full#B8
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Ipomoea hederifolia

I. hederifolia € nativa do Brasil e € popularmente conhecida como corda-de-
viola. Trata-se de uma planta daninha trepadeira de ciclo anual que se adapta
facilmente em qualquer tipo de solo, com ou sem incidéncia luminosa, podendo atingir
até 3 metros de comprimento (LEAL; OLIVEIRA; PINHO, 2021).

O género apresenta uma grande diversidade de constituintes quimicos e em
um estudo realizado por Meira et al (2012) a ocorréncia de alcaloides do tipo:
calystegine, agroclavine, piroclavina, bem como cumarinas, glicolipideos e triterpenos
foram evidenciados.

A triagem fitoquimica das folhas, raizes e caules da Ipomoea mostrou a
presenca de alcaloides e taninos que podem estar diretamente ligados ao efeito
antimicrobiano dessa espécie (JOEL; UWABUNKEONYE, 2020).

Figura 3: Ipomoea hederifolia

Fonte: google imagens, 2022.

O céancer € uma das principais causas de morte em todo o mundo, sendo assim,
pesquisas que buscam a identificacdo de substancias para o tratamento que possam
melhorar a sobrevida e a qualidade de vida dos pacientes t€ém aumentado nos ultimos
anos. Neste contexto, as plantas medicinais podem se apresentar como potenciais
coadjuvantes na terapia do cancer, tendo em vista as propriedades biolégicas de seus
compostos bioativos (ASADI-SAMANI et al. 2016)
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3. MATERIAL E METODO

3.1Coleta e identificacéo

Ipomoea hederifolia (partes aéreas) foi coletada no municipio de Monteiro - PB. Um
espécime foi identificado pelo botanico José Iranildo Miranda de Melo e uma exsicata
estda armazenada no herbario da UEPB com a inscricdo HACAM1068.

Calotropis procera foi coletada na zona litoranea no municipio de Cabedelo - PB e
uma exsicata encontram-se depositada no Herbario da Universidade Federal da
Paraiba sob a inscricdo JPB 58031.

Ambas as espécies se encontram registradas no Sistema Nacional de Gestdo do

Patrimoénio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN).

3.20btencéo do EEB
A partir do material boténico seco e triturado foi realizado o processo extrativo
de maceracao a frio, com etanol a 96%. A solucao extrativa foi entdo filtrada e em
seguida submetida ao processo de evaporacédo de solvente em evaporador rotativo

sob presséo reduzida em temperatura de 55 °C, obtendo-se entdo o EEB.

3.3Teste de MTT para C. procera

Foram utilizadas placas de 96 pocos, micropipetador multicanal e de 1 mL,
solugéo salina PBS, tripsina, meio DMEM acrescidos de penicilina (100 U/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF), MTT
a5mg/mL, camara de Neubauer, corante Azul de Tripan e DMSO. Para o ensaio foram
utilizadas as seguintes células tumorais: JUKART (leucemia linfoide de células T
aguda), HL-60 (leucemia promielocitica aguda), K562 (leucemia mieloide crdnica),
MCF-7 (carcinoma de mama) e HCT 116 (carcinoma de colorretal). As células nao
tumorais utilizadas foram: linhagem L929 (fibroblasto murino), PBMC (células
mononucleares do sangue humano periférico) e macrofagos peritoneais de

camundongo (MP).
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Figura 4: Esquema do teste de MTT

R - 77 hde 2 R haARmamam
000 incubagio X 2 serrr et
i )
MTT (5mg/mL)

Extrato: 1,56 a 200 pg/mlL

Fonte: Caroline Soares, 2018

3.4 Paral. hederifolia

3.4.1 Obtencéo dafracao dos alcaloides totais (FAT)

O EEB foi submetido a marcha para obtencao dos alcaloides sendo tratado com
uma solucéo acida de HCl a 3% (v/v) e, posteriormente, filtrado a vacuo em papel filtro
sobre celite. O residuo foi descartado e o filtrado foi submetido a varias extragdes com
cloroférmio. A fase aquosa foi alcalinizada com NH4OH (P.A), até pH 9 e, extraida com
cloroférmio. Posteriormente, a fase cloroformica foi evaporada a pressao reduzida em

evaporador rotativo a 50 °C obtendo-se a fracao alcaloidica total — FAT.

Esquema 1: Sistematica para obtencdo da Fracao Alcaloidica Total (FAT)

Qﬂ (25g)

- Dissolugiio HCL 3%
- Filtragdo sobre Celite

Solugiio dcida Residuo I

- Extragio com CHCI,
[ Fase CHCL: acida ] [ Fase aquosa ]
-Lavagem com H:0 - Basificar até pH 9 com NHsOH
-Secagem com Na 50, - Extragdo com CHCL,

Residuo

Crmeonere)

- Lavagem com H,0

- Secagem com Na;z504

FAT

Fonte: Dados da pesquisa, 2021
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3.4.2 Cromatografia em Coluna (CC)
Para realizacédo da CC foi utilizado 6xido de aluminio Al203 (alumina 90 neutra),

como fase estacionaria. Como eluentes os solventes Metanol, Cloroféormio.

Esquema 2: Coluna em Cromatografia

FAT

CHCL
CHCl: . MeOH ; (9/1); (9/2); (93); (1/1);

| | | |
(7) (7] (2] (74) (55

3.4.3 CCDA
A cromatografia em camada delgada analitica foi feita utilizando silica em gel
60, da Merck, na espessura de 0,25 mm. As revelacdes das cromatoplacas foram
realizadas utilizando a lampada de irradiagdo ultravioleta por meio do aparelho
Mineralight modelo Cromat UVE (254-366 mm).

3.4.4 Espectroscopia
A fracdo de interesse dos alcaloides totais, observada na CCDA, foi levada para

analise de espectroscopia no CBIOTEC da UFPB.

Os Experimentos metodoldgicos foram realizados no Laboratério de Fitoquimica
da UEPB, no Laboratério CBIOTEC da UFPB e no Laboratério de Prospecc¢ao
Farmatoxicologica de Produtos Bioativos — BIOFARMATOX da UFPE.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O EEB da C. procera apresentou a concentragao inibitéria 50% (CI150) descrita
na tabela 1. O Extrato foi avaliado por um periodo de 72h nas concentracdes de 1,56
a 100 pug/mL e comparado com dados obtidos de uma droga ja utilizada na clinica, a

doxorrubicina.
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Tabela 1: Avaliacdo da citotoxicidade (IC50) do EEB da C. procera em pg/mL nas
linhagens de células tumorais e ndo tumorais

JUKART | HL-60 K562 | HCT | MCF-7  L929 | PBMC  MP
EEB 80,49 29,46 | 26,79 | 95,90 | >100 | >100 | >100 | >100

Doxorrubicina - 0,28 0,80 | 0,35 0,11 2,40 0,26 -

Legenda: EEB (extrato etandlico bruto), Doxorrubicina (controle positivo), JUKART (leucemia linfoide
de células T aguda), HL-60 (leucemia promielocitica aguda), K562 (leucemia mieloide crbnica), HCT
116 (carcinoma de colorretal) e MCF-7 (carcinoma de mama). As células ndo tumorais utilizadas foram:
linhagem L929 (fibroblasto murino), PBMC (células mononucleares do sangue humano periférico) e MP
(macrofagos peritoneais de camundongo)

Na linhagem HL-60, o EBB apresentou ICso de 29,46 pg/mL, enquanto na
linhagem K562 apresentou ICso de 26,79 pug/mL, uma célula bastante resistente a
morte celular. Segundo o Instituto Nacional do Cancer dos EUA, um extrato &
considerado promissor quando apresenta valores de IC50 < 30 pg/mL (ALLEY, et al.,
1988).

Quaquebeke et al. em 2005 observou em seu trabalho que um composto
cardenolideo presente na C. procera apresenta potentes atividades antitumorais in
vitro e uma alta tolerancia in vivo. Da mesma forma, Habib e Karim em 2012
destacaram o composto di-(2-etilhexil) ftalato (DEHP) com essa atividade.

A marcha para alcaloides da I. hederifolia foi realizada com uma pequena
guantidade do extrato bruto da planta, que forneceu uma quantidade muito baixa da
fracdo de alcaloides totais. Foram obtidas 05 reunides de fragdes a partir da realizacéo
da CC, iniciado o processo de CCDA e com isso reunida as fracdes de acordo com
seu fator de retencdo. A fracdo 1 a mais promissora frente a CCDA foi submetida a
espectroscopia de hidrogénio e carbono, revelando sinais bem interessantes, porém
em uma mistura de cumarinas, sendo 0 composto majoritario a trimetdxicumarina.
Dessa maneira faz-se necessario nova coleta dessa planta para que possamos
conseguir maior quantidade de extrato, maior peso de fracdes e poder separar essas
cumarinas.

Dados sobre a |. hederifolia séo raros de serem encontrados em pesquisa na
literatura. Deixando claro a necessidade de mais estudos com essa espécie para

identificar quais outros fitoquimicos podem ser encontrados na planta.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados, o extrato da C. procera apresentou atividade citotoxica
para as leucemias mieloides K562 e HL-60 com Clso significativas, permitindo o
prosseguimento do estudo para averiguar as possiveis vias de morte e mecanismos

de acéo.

Do produto da marcha ndo conseguimos isolar alcaloides e sim uma mistura de
cumarinas, dentre elas a que se encontrou em maior propor¢cdo foi a
trimetéxicumarina. Devido a pequena quantidade de amostra (cerca de 6 mg), nao foi
possivel realizar outros espectros, o que impossibilitou a identificacdo dessas

cumarinas.
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