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ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DE Sloanea garckeana K. Schum.
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ANTIPROLIFERATIVE ACTIVITY OF Sloanea garckeana K. Schum. The crude methanol extract and hexane, ethyl acetate,
chloroform and methanol fractions from leaves of S. garckeana were examined in vitro for their antiproliferative activity on MCF-7,
NCI-ADR, NCI-460, UACC-62, 786-0, OVCAR-03, PCO-3 and HT-29 human cancer cell lines. Among the assayed fractions, the
ethyl acetate fraction showed to be cytotoxic against 786-0, UACC-62, OVCAR-03 and NCI-ADR cell lines with IC, values of
12 pg/mL, 42 pug/mL, 53 pg/mL and 51 pg/mL, respectively. Through fractionation and isolation procedures compound (1) was
obtained from the EtOAc fraction and its structure was elucidated by spectral techniques.
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INTRODUCAO

Elaeocarpaceae € uma familia de plantas florais compreendendo
12 géneros e aproximadamente 600 espécies de drvores e arbustos,
os quais estdo distribuidas principalmente em regides tropicais e
subtropicais.'! Os géneros Aristotelia, Peripentadenia e Elacocarpus
estdo entre os mais estudados dentro da familia e sdo conhecidos
como fonte de metabdlitos ativos derivados de dcido eldgico,? além
de alcaldides pirrolidinicos® e indolizidinicos.** No Brasil, a familia
Elaeocarpaceae € representada pelos géneros Sloanea e Crino-
dendron, cuja fitoquimica € bem pouco conhecida. Somente uma
espécie de cada género foi investigada e ambas sdo descritas como
fonte de curcubitacinas citot6xicas.*” Como parte de um programa
de colaboragdo interdisciplinar que tem como objetivo o estudo de
plantas medicinais, selecionamos para investigacdo o extrato bruto
de Sloanea garckeana, com base no perfil fitoquimico e na atividade
citotdxica exibidos por algumas espécies da familia. Neste trabalho,
descrevemos a atividade antiproliferativa do extrato bruto e das
fracdes de S. garckeana assim como o isolamento de um derivado
do acido eldgico (1). A estrutura do composto isolado foi elucidada
com base nas andlises dos dados espectrais e por comparagdo com
dados da literatura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato bruto metandlico das folhas de S. garckeana foi subme-
tido a avaliacdo da atividade antiproliferativa em culturas de células
tumorais humanas de UACC-62 (melanoma), NCI-460 (pulmio
tipo ndo pequenas células), MCF-7 (mama), NCI-ADR (mama que
expressa o fendtipo de resisténcia MDR), HT-29 (c6lon), OVCAR
(ovério), C786-0 (rim) e PCO-3 (préstata) e mostrou-se ativo em
concentragdes abaixo de 100 ug/mL (Figura 1) para todas as linhagens
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testadas. Com base neste resultado, o extrato bruto foi fracionado
em ordem crescente de polaridade resultando nas fragdes hexano,
CHCI,, AcOEt e MeOH.

As fragdes assim obtidas foram avaliadas frente as mesmas células
descritas acima e a andlise dos dados obtidos permitiu identificar a
fracdo AcOEt (Figura 2, Tabelal) como a mais ativa entre as quatro
fracdes testadas, sendo predominantemente ativa, com efeito citocida
(morte celular), para a linhagem C786-0 (rim) e UACC-62 (mela-
noma), com valor de IC, 12 € 42 pg/mL, respectivamente. A fragdo
apresentou ainda, efeito citostético para as linhagens OVCAR (ovirio)
e NCI-ADR com valores de IC, de 53 e 51 pg/mL, respectivamente.
Além disso, a fragdo CHCI, apresentou efeito citocida para a linha-
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Figura 1. Percentagem de crescimento de células em diferentes concentra-
coes (0,25; 2,5; 25 e 250 ug/mL) do extrato bruto metandlico das folhas de
S. garckeana
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Figura 2. Percentagem de crescimento de células em diferentes concentra-
coes (0,25; 2,5; 25 e 250 ug/mL) da fra¢do AcOEt oriunda do extrato bruto
metandlico das folhas de S. garckeana

gem C786-0 (rim) com valor de IC, de 32 ug/mL e para a linhagem
MCF-7 (mama) com valor de IC, de 28 pg/mL.

Com base nestes resultados, o fracionamento foi direcionado para
o isolamento das substancias presentes na fragdo AcOEt, a qual foi
submetida a filtracdo em Sephadex LH-20 com metanol, resultando
no isolamento do composto (1), como o constituinte majoritdrio da
mistura.

A identificagdo do composto (1) foi realizada com base nos
dados de RMN !*C e 'H uni e bidimensionais (Tabela 2) e por
comparacio com dados da literatura.®® No espectro de RMN de
BC/DEPT-135°, sdo observados 21 sinais, dentre eles, 4 relativos a
carbonos carbinélicos em 8.72,0, 70,3, 70,2, 70,1, um a carbono
anomérico em J_100,3 e um outro referente a metila em . 18,1,
os quais sugerem uma unidade ramnose. Dois sinais de carbonos
metinicos em 5C 111,9e 111,7 e 10 de carbonos ndo ligados a hidro-
génio na regido de 8.107,7-152,9 indicam a presenca de dois anéis
aromadticos contendo apenas um hidrogénio cada. Duas carbonilas
conjugadas em 3. 158,9 e 159,0 sido também observadas, além de
um sinal referente a uma metoxila em §_61,2. O espectro de RMN
de 'H confirma a presenga da unidade de ramnose através dos sinais
entre SH 3,30 a 5,50, caracteristicos de hidrogénios carbindlicos; do
dupleto em 8H 5,47 (J = 1,2 Hz), referente ao hidrogénio anomérico
e do dupleto em SH 1,11 (J = 6,0 Hz), atribuido a metila. Adicio-
nalmente, sdo observados dois simpletos em 8,7,73 e 7,52, com
integracdo para um hidrogénio cada, um simpleto intenso de uma
unidade de metoxila em 8H4,03, além de dois simpletos referentes
a duas hidroxilas em 8, 11,11 e §, 10,79. O espectro de HMQC
permite confirmar a presenca das unidades aromdticas, além da
unidade glicosidica. O espectro 'H— "H COSY apresenta correlagdes
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somente para a ramnose, porém o espectro HMBC permite conectar
as duas unidades aromadticas através de correlacdes entre os hidro-
génios H-5 (3, 7,52) e os carbonos C-1 (8 111,6), C-3 (3. 140,4),
C-4(8.152,9) e C-7 (8, 159,0); H-5" (8, 7,73) e os carbonos C-1°
(8. 114,6), C-3" (3, 141,6), C-4’ (3, 146,7) e C-7(3. 158.9). Além
disso, observa-se também uma correlagio entre o hidrogénio ano-
mérico H- 17 (8, 5,47) e o carbono C-4’(3_, 146,7), o que confirma
a ligacdo do residuo de actcar neste carbono (Figura 3).

Figura 3. Estrutura do derivado 3-O-metilelagico-4’-O-0-L-ramnopiranosideo
(1) e principais correlagoes no espectro HUBC

A comparagdo da estrutura assim obtida com dados da li-
teratura permitiu identificar o composto 1 como sendo o dcido
3-0-metileldgico-4’-0-0-L-ramnopiranosideo, o qual foi isolado
anteriormente de Eucalyptus globulus (Myrtaceae)® e Potentilla
discolor (Rosaceae).” O dcido eldgico e seus derivados glicosilados e
ndo glicosilados sdo compostos fendlicos isolados de fontes naturais
tais como frutas vermelhas, uvas, nozes e de outras espécies vegetais,
sendo comumente associados ao potencial antioxidante destes alimen-
tos.!” Por outro lado, a atividade citotéxica apresentada pelo extrato
AcOEt pode estar relacionada a presenca do constituinte majoritério,
3-O-metileldgico-4’-0-0-L-ramnopiranosideo (1), visto que o dcido
eldgico na sua forma livre apresenta elevada atividade citotdxica e
antiproliferativa para vdrias linhagens de células.!!

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de RMN de 'H e 1*C foram obtidos em espectrometro
Varian Mercury Plus (300,6 MHz para 'H e 75,45 MHz para '*C). Os
deslocamentos quimicos foram dados em ppm, tendo como referéncia
interna 0 TMS (8 = 0,0 ppm). A cromatografia em coluna foi reali-
zada em silica gel 60 [(0,063-0,200 mm) (70-230 mesh ASTM)] e a
filtragio em Sephadex LH-20. A concentracio que promove a inibigdo
de 50% do crescimento celular (IC, ) foi determinada por andlise de
regressdo nao-linear usando-se o programa GraphPad Prism.

Tabela 1. Valores de IC, em ug/mL para as fragdes oriundas do extrato bruto metandlico das folhas de S. garckeana necessdrias para inibir

a proliferagdo de células tumorais®

Fragdes UACC-62 MCEF-7 NCI-460 OVCAR PCO-3 HT-29 C786-0 NCI-ADR
Hexano - - - - - - -
Cloroférmio > 100 28 >100 >100 >100 >100 32 >100
Ac. de etila 42 >100 >100 >100 >100 12 51
metanol > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100

* Concentragdo que promove a inibi¢ao de 50% do crescimento celular (IC, ). Os valores foram determinados por anélise de regressdao nao

linear utilizando-se o programa GraphPad Prism (1> > 0,9)
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Tabela 2. Dados de RMN de 'H (300,6 MHz) e de °C (75,5 MHz)
para o composto 1 em DMSO-d,

1
C - (DEPT) 5. 5.
1(C,) 11,6
2(C,) 136,4
3(C,) 140,4
4(C) 152,9
5 (CH) 11,7 7,52 (1H, s)
6(C,) 1074
7(C,) 159,0
1'(C,) 114,6
2'(C,) 142,1
3°(C,) 141,6
4(C,) 146,7
5°(CH) 111,8 7,73 (1H, s)
6'(C,) 113,3
7(C,) 158,9
1”(CH) 100,3 547 (1H, d, 1,2)
2”(CH) 70,1 4,00 (1H, s1)
3”(CH) 70,3 3,83 (1H, m)
4”(CH) 72,0 3,30 (1H, m)
5”(CH) 70,2 3,54 (1H, m)
6”(CH,) 18,1 1,11 (3H, d, 6,0)
OCH,(CH,) 61,2 4,03 (3H, s)

Material vegetal

Sloanea garckeana K. Schumam foi coletada em 12 de outubro
de 2000, em Porto Rico-PR, pela Profa. Dra. M. C. de Souza (NU-
PELIA/UEM). Uma exsicata (no. HUEM 13407) da espécie estudada
encontra-se depositada no Herbario do Departamento de Biologia da
Universidade Estadual de Maringd.

Preparacao e fracionamento do extrato bruto

As folhas secas e moidas (791,52 g) foram exaustivamente extrai-
das por maceracio a temperatura ambiente com metanol. O extrato
bruto obtido foi evaporado sob pressdo reduzida em evaporador
rotativo a temperatura de 40 °C, obtendo-se 67,00 g de extrato bruto
seco. Parte desse extrato (32,00 g) foi adsorvido em silica gel e sub-
metido ao pré-fracionamento em coluna cromatogréfica utilizando-se
os eluentes hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol em ordem
crescente de polaridade, obtendo-se as fragdes hexanica (1,50 g);
cloroférmica (3,20 g); acetato de etila (9,09 g) e metandlica (18,10
g). Parte da fracdo acetato de etila (1,30 g) foi submetida a filtragcdo
em Sephadex LH-20 utilizando-se metanol, resultando no isolamento
de 6,5 mg do composto (1) na forma de cristais brancos.

Atividade antiproliferativa de Sloanea garckeana K. Schum. 1361

Avaliacio da atividade antiproliferativa

Para a realizagdo da triagem in vitro foram selecionadas as linha-
gens: MCF-7 (mama), NCI-ADR (mama com fenétipo de resisténcia a
multiplas drogas), UACC-62 (melanoma), NCI-460 (pulmao), PCO-3
(prostata), HT-29 (c6lon), OVCAR (ovario) e 786-0 (rim). A avaliacdo
da atividade antiproliferativa do extrato bruto metandlico e das fragcdes
oriundas do mesmo foi realizada segundo metodologia descrita por
Monks e colaboradores,' utilizando-se doxorrubicina como controle
positivo. Para o teste de atividade, foram plaqueados 100 pL de células
em meio RPMI/SFB/gentamicina, em placas de 96 compartimentos.
As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C em atmosfera de 5% de
CO,. Depois desse perfodo uma placa controle foi fixada através da
adicdo de 4cido tricloroacético para determinacdo da quantidade de
células no momento da adi¢@o das drogas. O extrato e as fragdes foram
ensaiados nas concentragdes de 0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL e incubados
por 48 h. Em seguida, as placas foram coradas pela adicao de 50 uL.
do corante proteico sulforrodamina B (SRB) a 0,4% (peso/volume),
dissolvido em 4cido acético a 1%, e incubadas a 4 °C, durante 30 min. O
corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com uma solucéio
de Trizma Base na concentragdo de 10 uM e pH 10,5 por 5 min em
ultra-som. A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada
em 560 nm em um leitor de microplacas.
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