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RESUMO

A biodiversidade do planeta é imensa e pode ser observada em todos os ambientes,
esta relacionada a quantidade de animais, plantas e micro-organismos de uma area,
incluindo-se também aspectos de diversidade genética entre os organismos, e
portanto, tem um enorme potencial, quanto a exploragcdo medicinal no
desenvolvimento da industria farmacéutica. Contudo, um grande entrave existente é
a insuficiéncia de informacgdes cientificas que correlacionem, por exemplo para uma
dada espécie vegetal, a atividade bioldgica e a sua constituicdo quimica, de forma a
garantir a eficacia e segurancga da utilizacado de uma planta. A Dioscorea bulbifera é
uma planta alimenticia nativa da Asia e Africa, mas estd presente em regides
tropicais e subtropicais de todo o mundo, se desenvolvendo facilmente em diversas
regides do Brasil. Estudos recentes apontam uma diversidade de atividades
biolégicas exercidas pelo tubérculo cara-moela (D. bulbifera), tais como, agao
imunomoduladora, antioxidante, anti-inflamatéria e antitumoral. Os medicamentos
utilizados na atualidade para o tratamento do cancer sdo pouco seletivos, sendo
téxicos para as células tumorais e células normais, causando uma série de efeitos
colaterais aos pacientes em tratamento. Com isso, surge a expectativa em encontrar
substancias provenientes de plantas com potencial agdo antitumoral e que nao
sejam toxicas a células saudaveis. O objetivo do presente estudo é estudar
fitoquimicamente as fragbes obtidas do extrato n-butandlico da D.bulbifera e
investigar a atividade antitumoral in vitro frente a células leucémicas e a
citotoxicidade em células renais. Inicialmente os tubérculos liofilizados foram
submetidos a extragao a frio com etanol 75%. Uma vez obtido o extrato, o0 mesmo foi
particionado sucessivamente com os solventes cloroférmio, acetato de etila, n-
butanol e agua, em ordem crescente de polaridade, visando a pré-purificacdo. O
extrato n-butandlico foi fracionado por coluna de silica flash dando origem a 11
fracbes denominadas de F1 a F11. As fracbes F5, F6, F7 e F8 foram purificadas
através de diferentes técnicas cromatograficas, dando origem a 16 compostos que
foram submetidas a analise de RMN 'H em espectrometro Bruker Avance llI, 500
MHz, utilizando DMSO deuterado como solvente. Os espectros obtidos foram
avaliados e seus dados correlacionados com os dados da literatura de compostos
isolados anteriormente da D. bulbifera. Por meio dessa comparagao, foi possivel
propor a estrutura da diobulbinona A, diosbulbina |, diosbulbina J, diosbulbiol B e um
composto aromatico para-substituido. A atividade antitumoral in vitro das fracdes
obtidas foi avaliada frente as células leucémicas Raji e Jurkat, bem como a
citotoxicidade contra as linhagens celulares renais Vero e LLC-MK2. As fragbes F3,
F4 e F10 apresentaram bons resultados frente a linhagem celular Jurkat com valores
de Clso inferiores a 100 uyg mL'. Ja as subfragoes F8S2-1 e F8S2-2 apresentaram
excelentes resultados com valores de Clso de 0,0133 e 21,2332 ug mL"’
respectivamente. No que se refere a linhagem celular Raji, as fracdes F5, F6, F7, F8
e F11 apresentaram bons resultados, ja a subfracdo F8S2-2 apresentou um
excelente resultado, com valor de Clso de 0,3700 ug mL"'. Dentre elas a F7
apresentou altos indices de Seletividade (IS) para as linhagens celulares Raji e
Jurkat quando avaliado frente as duas linhagens renais (Vero e LLC-MK2). No que
se refere as células Raji, as amostras F5, F6, F7 apresentaram valores de IS
notavelmente elevados. A fracdo F8 se mostra bastante promissora, pois apresentou
alto rendimento e deu origem a duas subfragdes com excelente resultados
antitumorais. Com a continuidade dos estudos com a D.bulbifera, espera-se uma



possivel aplicagdo de constituintes da planta em farmacos que poderao atuar de
forma seletiva no combate ao cancer.

Palavras-chave: Produtos Naturais; Fitoquimica; Atividades Bioldgicas; Metabdlitos
Secundarios.



ABSTRACT

The planet's biodiversity is immense and can be observed in all environments, it is
related to the amount of animals, plants and microorganisms in an area, including
aspects of genetic diversity among organisms, and therefore has enormous potential,
regarding medicinal exploration in the development of the pharmaceutical industry.
However, a major obstacle is the lack of scientific information that correlates, for
example, for a given plant species, the biological activity and its chemical
constitution, in order to guarantee the efficiency and safety of the use of a plant.
Dioscorea bulbifera is a food plant native to Asia and Africa, but it is present in
tropical and subtropical regions around the world, developing easily in several
regions of Brazil. Recent studies point to a diversity of biological activities exerted by
the tubercle cara-moela (D. bulbifera), such as immunomodulating, antioxidant, anti-
inflammatory and antitumor action. The drugs currently used to treat cancer are
poorly selective, being toxic to tumor cells and normal cells, causing a series of side
effects to patients undergoing treatment. With this, there is the expectation of finding
substances from plants with potential antitumor action and that are not toxic to
healthy cells. The aim of the present study is to study phytochemically the fractions
obtained from the n-butanolic extract of D.bulbifera and to investigate the in vitro
antitumor activity against leukemic cells and the cytotoxicity in renal cells. Initially, the
lyophilized tubers were subjected to cold extraction with 75% ethanol. Once the
extract was obtained, it was successively partitioned with the solvents chloroform,
ethyl acetate, n-butanol and water, in increasing order of polarity, aiming at pre-
purification. The n-butanolic extract was fractionated by a silica flash column giving
rise to 11 fractions called F1 to F11. Fractions F5, F6, F7 and F8 were purified
through different chromatographic techniques, giving rise to 16 compounds that were
submitted to '"H NMR analysis in a Bruker Avance Ill 500 MHz spectrometer, using
deuterated DMSO as solvent. The spectra obtained were evaluated and their data
correlated with literature data on compounds previously isolated from D. bulbifera.
Through this comparison, it was possible to propose the structure of diobulbinone A,
diosbulbin I, diosbulbin J, diosbulbiol B and a para-substituted aromatic compound.
The in vitro antitumor activity of the obtained fractions was evaluated against Raji
and Jurkat leukemic cells, as well as cytotoxicity against Vero and LLC-MK:z renal cell
lines. Fractions F3, F4 and F10 showed good results against the Jurkat cell line with
IC50 values below 100 yg mL-'. The F8S2-1 and F8S2-2 subfractions have excellent
results with 1Cso values of 0.0133 and 21.2332 ug mL". With regard to the Raji cell
line, the F5, F6, F7, F8 and F11 fractions showed good results, while the F8S2-2
subfraction showed an excellent result, with an IC50 value of 0.3700 ug mL-". Among
them, the F7 showed high Selectivity Index (SI) for the Raji and Jurkat strains when
evaluated against the two renal strains (Vero and LLC-MK2). With respect to Raji
cells, samples F5, F6, F7 had remarkably high IS values. Fraction F8 is very
promising, as it presented high yield and gave rise to two subfractions with excellent
antitumor results. With the continuity of studies with D.bulbifera, a possible
application of the plant's constituents in drugs that can act selectively in the fight
against cancer is expected.

Key words: Natural products; Phytochemistry; Biological Activities; Secondary
metabolites.
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1 INTRODUGAO

Os produtos naturais sao utilizados pela humanidade ha milhares de anos, as
civilizagbes mais antigas ja utilizavam ervas e folhas para a cura de doencgas e alivio
de dores. A ingestao de ervas e folhas foi uma das primeiras formas de utilizagao
dos produtos naturais. A busca incessante pela compreensao das leis naturais e o
desafio de transpor barreiras a sua sobrevivéncia, como o clima e as doencas,
levaram o homem ao atual estagio de desenvolvimento cientifico (VIEGAS;
BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Na atualidade muitos medicamentos em todo o mundo s&o produzidos a partir
de substéncias organicas oriundas de produtos naturais, cerca de 60% dos
medicamentos modernos e antitumorais sao provenientes direta ou indiretamente de
plantas (BOUCHER et al., 2017).

Um grupo de plantas ainda pouco exploradas cientificamente sdo as
chamadas plantas alimenticias ndo convencionais (Panc). Sdo plantas de grande
relevancia, podendo ser fontes de vitaminas, fibras, minerais, carboidratos e
proteinas. Pelo fato de serem consideradas rusticas, necessitam de pouco manejo,
se desenvolvendo facilmente em ambientes naturais e sem a necessidade de
cuidados rigorosos (VIANA et al., 2015; BARREIRA et al., 2015).

A Dioscorea bulbifera, também conhecida como cara-moela € uma planta
alimenticia ndo convencional nativa da Asia e Africa e presente em regides tropicais
e subtropicais de todo o mundo (JIMENEZ e AGUILAR, 2017; MARTIN, 1974).
Apesar de ser uma importante planta produtora de alimento no passado, nao é
cultivada comercialmente no Brasil (NETO et al., 2000), o consumo e o plantio desta
espécie mostraram-se muito restritos (FERREIRA et al., 2020). Ela é uma trepadeira
herbacea que pode atingir até seis metros de altura (JIMENEZ e AGUILAR, 2017),
possui folhas no formato de coracédo e destaca-se por produzir bulbos e tubérculos
aéreos comestiveis (MARTIN, 1974).

Sua composicao quimica pode variar de acordo com a localizacdo geografica
e partes da planta. Dentre as substancias encontradas nesta espécie, destacam-se
os flavonoides e terpenos, responsaveis por seu amplo potencial terapéutico,
destacando-se a atividade antimicrobiana, analgésica, anti-inflamatoria, anti-
hiperglicémica, anti-hiperlipidémica e antioxidante (GHOSH et al., 2015). Estudos
recentes realizados por Stadniki (2019) também revelaram que compostos presentes
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no extrato n-butandlico dos tubérculos dessa planta possuem relevante acao
antitumoral contra células leucémicas.

Os farmacos utilizados no tratamento do cancer costumam ser pouco
seletivos, sendo téxicos para as células tumorais e para células normais. Apos uma
sessdo de quimioterapia, o paciente pode apresentar alteragdes hematologicas e
mais tardiamente, observam-se efeitos toxicos aos rins, figado, coragao, sistema
neuroldgico, entre outros (FERREIRA et al., 2014). Em decorréncia dos efeitos
adversos causados por esses medicamentos, que podem ser atribuidos a sua
toxicidade, existe uma grande dificuldade na adesdo dos pacientes ao tratamento
(GUERRA, 2005).

Desde a descoberta dos alcaloides da vinca (Catharanthus roseus), vincristina
e vimblastina, intensificaram-se as investigacbes por novos compostos de origem
vegetal com potencial agdo antitumoral, que sejam seletivos e ndo comprometam as
células saudaveis. Apesar de existirem diversos estudos com plantas com potencial
antitumoral, existem poucos relatos apresentando o isolamento e identificacdo das
substancias responsaveis por essa acdo (KINGHORN; CHIN; SWANSON, 2009;
GHOSH et al., 2015).

Uma vez que moléculas provenientes de produtos naturais tém se mostrado
eficazes no combate ao cancer e trazem menos efeitos colaterais aos pacientes em
tratamento, o presente trabalho propde estudar fitoquimicamente as fragdes obtidas
do extrato n-butandlico do tubérculo aéreo cara-moela, utilizando-se de métodos de
extragado, isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos, além de investigar a
atividade antitumoral in vitro frente a células leucémicas e a citotoxicidade em

células renais.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Realizar o estudo fitoquimico e avaliar a atividade antitumoral frente as
células leucémicas e atividade citotoxica em células renais das fragdes obtidas do

extrato n-butandlico do tubérculo cara-moela (D. bulbifera).

2.2 Objetivos especificos

» Fracionar e isolar os compostos presentes no extrato n-butandlico do
tubérculo do cara-moela (D. bulbifera) utilizando técnicas cromatograficas;

= |dentificar por meio de técnicas espectroscopicas os compostos isolados;

» Avaliar a atividade antitumoral in vitro das fragdes obtidas em linhagens
celulares Raji e Jurkat.

= Avaliar a toxicidade in vitro por meio de ensaio colorimétrico MTT do extrato

n-butandlico e de suas fragdes frente as linhagens celulares Vero e LLC-MKoz.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Produtos naturais

Os produtos naturais sao utilizados pelos seres humanos ha milhares de
anos. Uma das formas mais antigas de sua utilizagcao é a ingestao de folhas e ervas
com o objetivo de aliviar dores e curar doengas. As civilizagdes Egipcia, Greco-
romana e Chinesa sdo exemplos de povos que exploraram o0 uso dos recursos
naturais, na medicina e no controle de pragas (VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO,
2006).

O Brasil é detentor de uma das maiores riquezas naturais do planeta no que
se refere a vegetagcdo, devido a sua grande biodiversidade e caracteristicas
climaticas. Embora essa imensa biodiversidade ainda seja pouco explorada, o
avanco da pesquisa de produtos naturais no Brasil se revela promissor (BOLZANI,
2016; BERLINCK et al., 2017).

Essa evolugdo no estudo dos produtos naturais € de extrema importancia,
uma vez que, ha muito tempo substancias organicas originadas de fontes naturais
sao utilizadas no tratamento de diversas doengas. Muitos dos medicamentos
utilizados na atualidade derivam direta ou indiretamente de plantas, micro-
organismos e organismos marinhos. Novas metodologias de isolamento e
identificacdo de compostos provenientes de fontes naturais, tém viabilizado o
aumento no numero de novas substancias bioativas para inumeras indicagdes
terapéuticas, como exemplo, pode-se citar o tratamento de cancer. A cada dia tem
aumentado a busca por medicamentos anticancerigenos efetivos e seletivos, ou que

impegam o avango da doenga (BRANDAO et al., 2010).

3.2 Plantas Alimenticias Nao Convencionais

As hortalicas sao plantas alimenticias de grande relevancia na alimentagéo
humana, podendo ser fonte de vitaminas, fibras, minerais, carboidratos e até
proteinas. Devido a migracado da populacao rural para as areas urbanas das cidades

e do aumento do consumo de alimentos de rapido preparo, algumas dessas
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hortalicas foram esquecidas e desvalorizadas, tais hortalicas sdo denominadas nao
convencionais (VIANA et al., 2015).

As hortalicas n&o convencionais, também chamadas de plantas alimenticias
nao convencionais (Panc) estdo entre as plantas que se desenvolvem em ambientes
naturais, sem a necessidade de insumos, defensivos agricolas ou cuidados
rigorosos em seu cultivo, por serem mais resistentes a pragas e doengas
(BARREIRA et al., 2015).

Existe uma ampla variedade dessas hortaligas presentes no Brasil, sendo que
as espécies cultivadas variam de acordo com a regido. Ja a composigdo quimica,
bem como a quantidade de compostos bioativos variam para cada espécie
(TEIXEIRA, 2018).

Dentre os exemplos de hortaligas nao convencionais presentes no Brasil
pode-se citar algumas, como o inhame ou cara (Dioscoreae spp.); araruta (Maranta
arundinaceaea); jacatupé (Pachirrhyzus tuberosus); mangarito (Xanthossoma
maffaffa); taro (Colocasia esculenta (L.) Schott) e ora-pro-nébis (Pereskia aculeata)
(BRASIL, 2010; ALMEIDA e CORREA, 2012).

3.3 Cara-Moela (Dioscorea bulbifera)

O género Dioscorea agrupa 600 espécies de plantas, distribuidas
principalmente nas regides tropicais do planeta. Uma ampla gama de espécies
selvagens serve de alimento para diferentes populacdes na Africa, Asia, América
Latina e Australia. Algumas espécies também sdo utilizadas na Asia, Europa,
América do Norte e Central para fins medicinais (ANDRES et al., 2015). As plantas
desse género sdo herbaceas e possuem raizes e rizomas quase sempre tuberosos,
folhas pecioladas muito variadas em formas, podendo ser oval, redonda, lanceolada,
linear, alada, em formato de coracao, etc. E vivem especialmente em climas quentes
(NAVAS e ERBA, 2020).

Apesar do género possuir centenas de espécies, apenas cinco sao
consideradas importantes na alimentagcdo humana, dentre elas a D. bulbifera
(CARVALHO & CARVALHO, 1999). Uma trepadeira herbacea, que pode atingir até
6 metros de altura e é conhecida por produzir tubérculos aéreos utilizados como
alimento em diversas regides do mundo (JIMENEZ, AGUILAR, 2017). Apresenta

folhnas no formato de coragdo ou seta, longo-pecioladas e se distingue facilmente
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das outras espécies pela grande quantidade de bulbos e tubérculos aéreos que
produz, os quais nascem na axila das folhas e variam muito em forma e tamanho
(GONZALEZ VEGA, 2012; SILVA, 2013).

Na Figura 1 é apresentada a planta, cara-moela (D. bulbifera): folhas e

tubérculo aéreo.

3.3.1 Substancias isoladas da D. bulbifera

A composigdo quimica da D. bulbifera pode variar de acordo com sua
localizagao geografica e partes da planta e as substancias isoladas podem variar de
acordo com o solvente utilizado no processo de extracdo. Das substancias
encontradas na planta destacam-se os flavonoides e terpenos (GHOSH et al., 2015).

Ghosh et al. (2012) por meio da analise por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) observaram um numero significativo de sinais no extrato de
acetato de etila, sugerindo a presenca de provaveis flavonoides ou compostos
terpenoides presentes na D. bulbifera.

Em estudo realizado com as flores da D. bulbifera, verificou-se a presenga de
11 novas saponinas esteroidais e 5 congéneres conhecidos no extrato n-butandlico
(TAPONDJOU, 2013).

Tang et al. (2014) realizaram a extragdo com acetato de etila dos tubérculos

da D. bulbifera e obtiveram nove diterpenoides, incluindo quatro novos compostos.
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Na Tabela 1 apresenta-se uma lista de compostos isolados da espécie

D.bulbifera, por diferentes pesquisadores no mundo. Nao existem relatos na

literatura de compostos isolados desta planta no Brasil.

Tabela 1- Compostos isolados de diferentes partes da espécie D.bulbifera

(Continua)
Composto Parte da Pais Referéncia
planta
Diosbulbina A Tubérculo, China, Komori, 1996; Tang et al., 2014
folha, caule  Japdo
Diosbulbina B Tubérculo, China, Tang et al., 2014; Liu et al., 2010;
rizoma, Japdo Gao et al., 2002; Komori, 1996; Shi
folha, caule et al.,, 2018
Diosbulbina C Tubérculo, China, Tang et al., 2014; komori, 1996
folha, caule  Japao
Diosbulbina D Tubérculo, China, Tang et al., 2014; komori, 1996;
folha, caule  Bangladesh, wang et al., 2009; Murray et al.,
Japao 1984
Diosbulbina E Rizoma, China, Liu et al., 2010; Komori, 1996
folha, caule  Japao
Diosbulbina F Tubérculo, China, Liu et al, 2010; Tang et al, 2014,
rizoma, Japao Komori, 1996
folha, caule
Diosbulbina G Tubérculo, China, Liu et al., 2010; Komori, 1996;
rizoma, Japao Tang et al,, 2014
folha, caule
Diosbulbina H Folha, caule Japédo Komori, 1996
Diosbulbina | Tubérculo China Wang et al., 2009
de raiz
Diosbulbina J Tubérculo China Wang et al., 2009;
de raiz
Diosbulbina K Rizoma China Liu et al., 2010
Diosbulbina L Rizoma China Liu et al., 2010
Diosbulbina M Rizoma China Liu et al., 2010
Diosbulbina N Tubérculo China Tang et al., 2014
Diosbulbina O Tubérculo China Tang et al., 2014
Diosbulbina P Tubérculo China Tang et al., 2014
Bafoudiosbulbina A Bulbo, Camaroes Kuete et al., 2012; Teponno et al.,
tubérculo 2006
Bafoudiosbulbina B Bulbo, Camaroes Kuete et al., 2012; Teponno et al.,
tubérculo 2006
Bafoudiosbulbina C Bulbo, Camarodes Kuete et al., 2012
tubérculo
Bafoudiosbulbina F Bulbo, Camarodes Kuete et al., 2012
tubérculo
Bafoudiosbulbina G Bulbo, Camaroes Kuete et al., 2012
tubérculo
Diosbulbisina A Rizoma China Liu et al., 2009
Diosbulbisina B Rizoma China Liu et al., 2009
Diosbulbisina C Rizoma China Liu et al., 2009
Diosbulbisina D Rizoma China Liu et al., 2009
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(Continua)
Composto Parte da Pais Referéncia
planta
Diosbulbisida A Rizoma China Liu et al., 2009
Diosbulbisida B Rizoma China Liu et al., 2009
Diosbulbisida C Rizoma China Liu et al., 2009
Dioscoreanosida A Flor Camardes Tapondjou et al., 2013
Dioscoreanosida B Flor Camardes Tapondjou et al., 2013
Dioscoreanosida C Flor Camardes Tapondjou et al., 2013
Dioscoreanosida E Flor Camardes Tapondjou et al., 2013
Dioscoreanosida F Flor Camardes Tapondjou et al., 2013
Dioscoreanosida G Flor Camardes Tapondjou et al., 2013
Dioscoreanosida H Flor Camardes Tapondjou et al., 2013
Dioscoreanosida | Flor Camardes Tapondjou et al., 2013
Dioscoreanosida J Flor Camarodes Tapondjou et al., 2013
Dioscoreanosida K Flor Camardes Tapondjou et al., 2013
Diosbulbinosideo D Tubérculo Japdo Komori, 1996
Diosbulbinosideo F Tubérculo Japao Komori, 1996
Diosbulbinosideo G Rizoma China Liu et al., 2010
Diosbulbiol A Tubérculo China Wang et al., 2018
Diosbulbiol B Tubérculo China Wang et al., 2018
B-Sitosterol Bulbo Camardes Teponno et al., 2006
Cariatina Rizoma China Gao et al., 2002
(+)Catequina Rizoma China Gao et al,, 2002; Liu et al.,, 2011
Miricetina Rizoma China Gao et al., 2002; Tang et al., 2006
Kaempferol Rizoma China Liu et al., 2011
Acido vanilico Rizoma China Tang et al., 2006
Acido isovanilico Rizoma China Tang et al., 2006
(+)Epicatequina Rizoma China Tang et al., 2006
Eter 3,5-dimetil - kaempferol- Rizoma China Gao et al., 2002
3-O-galactopiranosideo-Quercetina- Rizoma China Gao et al., 2002
3-0-galactopiranosideo-Miricetina- Rizoma China Gao et al., 2002
3-0-glucopiranosideo-Miricetina- Rizoma China Gao et al., 2002
Acetato de 8-epidiosbulbina E Bulbo, Bangladesh, Murray et al., 1984; Shiram et al.,
tubérculo india 2008; Shi et al., 2018
Dimetil-batatasina IV Bulbo Nigéria Adesanya; Ogundana; Roberts,
1989
C22:6 w-hidroxi acido graxo Tubérculo China Liu et al., 2011
Acido 3-hidréxi-5-metoxibenzéico Tubérculo China Liu et al., 2011
Batatasina lll Tubérculo China Liu et al., 2011; Wang et al., 2018
1,6-dihidroxi-2,5,7-trimetoxifenantreno Tubérculo China Liu et al., 2011
2,4,6,7-tetra-hidroxi-9,10-di- Tubérculo China Liu et al., 2011
hidrofenantreno
2,5,2", 5'-tetra-hidroxi-3'-metoxibibenzil Tubérculo China Liu et al., 2011
Tunalbeno Tubérculo China Liu et al., 2011
2,4-dimetoxifenantreno-3,7-diol Tubérculo China Liu et al., 2011
Flavantrina Tubérculo China Liu et al., 2011
Isorhamnetina Tubérculo China Liu et al., 2011
Quercetina Tubérculo China Liu et al., 2011
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(Conclusao)

P
Composto arte da Pais Referéncia

planta
3,5,3'-trimetoxi-Quercetina Tubérculo China Liu et al., 2011
(-)-epicatequina Tubérculo China Liu etal., 2011
Isoquercitrina Tubérculo China Liu et al., 2011
2,7-dihidroxi-3,4,6-trimetoxifenantreno Tubérculo China Liu etal., 2011
Diarilheptanona Tubérculo China Liu et al., 2011
Pennogenina Rizoma China Liu et al., 2009
Pennogenin-3-O-a-L-ramnopiranosil- (1 - Rizoma China Liu et al., 2009
4) - [a-L-ramnopiranosil- (1 = 2)] -B-D-
glucopiranosideo
4-hidroxi- [2-trans-3 ', 7'-dimetilocta-2 ', 6'-  Bulbo india Gupta; Singh, 1988
dienil] -6-metoxiacetofenona
4,6-dihidroxi-2-0- (4'-hidroxibutil) Bulbo india Gupta; Singh, 1988
acetofenona
2,7-dihidréxi-4-metoxifenantreno Bulbo Camaroes Kuete et al., 2012
Espiroconazol A Flor Camardes Tapondjou et al.,2013
Diosgenina Bulbo india
Pennogenina 3-0-a-L-ramnopiranosil- (1- 4)  Flor Camaroes Tapondjou et al.,2013
-a-L-ramnopiranosil- (1-4) - [o-L-
ramnopiranosil- (1-2)] - B-D
glucopiranosideo
26-0-B-D-glucopiranosil- (25R) -5-en-furost-  Flor Camardes Tapondjou et al., 2013
3R, 170, 220, 26-tetraol-3-0O-al-L-
ramnopiranosil- (1- 4) -a-L-ramnopiranosil-
(1- 4) - [a-L-ramnopiranosil- (1- 2)] - B-D-
glucopiranosideo
23, 27-dihidroxi-pennogenina 3-0-a-L- Flor Camardes Tapondjou et al., 2013
ramnopiranosil- (1 - 4) -a-L-
ramnopiranosil- (1 - 4) - [a-L-
ramnopiranosil- (1 - 2)] - B-D-
glucopiranosideo
floribundasaponina B Flor Camardes Tapondjou et al., 2013
1- (tetracosanoil) —glicerol Tubérculo Camardes Teponno et al., 2006
trans-tetracosanilferulado Tubérculo Camardes Teponno et al., 2006
3-0-f3-D-glucopiranosil-B-Sitosterol Tubérculo Camardes Teponno et al., 2006
Acido tetracosanéico Tubérculo Camaroes Teponno et al., 2006
2', 3- dihidroxi-4, 5-dimetoxibibenzil Tubérculo China Wang et al., 2018
2', 3-dihidroxi-5-metoxibibenzil Tubérculo China Wang et al., 2018
Tristina Tubérculo China Wang et al., 2018
3-hidréxi-1,7-bis- (4 ', 4' '- dihidroxifenil) — Tubérculo China Wang et al., 2018
heptano
Platifilenona Tubérculo China Wang et al., 2018
Epigalocatequina Tubérculo China Shi et al., 2018
kaempferol-3-O-B-D-galactosideo Tubérculo China Shietal., 2018
Catequina Tubérculo China Shietal., 2018
Epicatequina Tubérculo China Shi et al., 2018
9,10-di-hidro-2,3,5,7-fenantrenetetraol Tubérculo China Shi et al., 2018

Fonte: Autoria prépria
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3.3.2 Acao antitumoral de extratos da D. bulbifera

A D.bulbifera encontrou sua importancia na medicina tradicional em todo o
mundo, sendo utilizada para o tratamento de diversas doengas, desde dores de
garganta, feridas, infec¢des, até ulceras e tumores. Os relatos populares em relagéao
as atividades biologicas exercidas por essa planta incentivaram investigagcdes a
respeito de sua agao antitumoral (GOHSH et al., 2015).

Mainasara et al. (2021) estudaram a acdo antitumoral das folhas da D.
bulbifera nas linhagens celulares de cancer de mama, MDA-MB-231 e MCF-7. A
viabilidade das células apos 24, 48 e 72 h de incubacao foi observada e o extrato
metandlico apresentou potente agao citotoxica com os valores de Clso de 4,29; 1,86
e 1,23 yg mL-"', respectivamente, enquanto o medicamento padrdo doxorrubicina,
apresentou valores de Clso de 11,21; 8,1 e 3,07 yg mL™". O extrato da planta se
mostrou mais potente que o medicamento padréo utilizado, uma vez que, quanto a
menor concentracio necessaria para promover a morte das células, mais potente a
acao antitumoral da substancia testada.

Hidayat et al. (2018), estudaram a ac&o antitumoral do tubérculo D.bulbifera
contra diferentes células cancerosas, dentre os extratos testados, o extrato de
acetato de etila inibiu significativamente a capacidade de sobrevivéncia das células
HCT116, HT29 e A549, de maneira dependente da dose e exibiu potente acéo
antitumoral contra as células HCT116 com valores de Clso de 163,59; 88,49 e 37,91
ug mL' em 24, 48 e 72 h, respectivamente.

Por ser uma fonte de compostos bioativos com potencial agao antitumoral, a
D. bulbifera pode ser utilizada para produgcao de novos medicamentos com maior

eficacia e biocompatibilidade com o organismo humano (GHOSH et al., 2015).

3.4 Atividade antitumoral

O corpo humano é composto por células. As células normais se dividem,
amadurecem e morrem, renovando-se em cada ciclo, enquanto as células anormais
deixam de seguir esse padrao natural, sofrendo mutagao e desenvolvendo o cancer,
doencga responsavel por mais de 12% dos 6bitos no mundo (BRASIL, 2006). S6 em
2020 ocorreram quase 10 milhdes de mortes por cancer (OMS, 2021).
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Um dos tratamentos mais utilizados no combate dessa doenga € a
quimioterapia. Os medicamentos quimioterapicos tém a funcdo de eliminar as
células malignas que formam o tumor, entretanto, esses medicamentos ndo sao
seletivos, agindo indiscriminadamente sobre as células normais e cancerosas,
trazendo muitos efeitos colaterais que comprometem a saude e o bem-estar do
paciente (SHEIN et al., 2006).

Com isso, surge a necessidade do desenvolvimento de novos farmacos que
tenham como alvo apenas as células cancerigenas, com o intuito de minimizar os
efeitos adversos causados pelos tratamentos convencionais (VIANA et al., 2017). Os
produtos naturais sdo uma importante fonte de compostos antineoplasicos
(PEREIRA et al., 2006). Em 2001 Mukherjee et al. apresentaram em seu estudo a
existéncia de mais de 1000 plantas com atividade antitumoral significativa. No
decorrer dos anos esses estudos tém se ampliado, ampliando também o niumero de
plantas estudadas que possuem atividade antitumoral.

Tendo em vista a imensa biodiversidade brasileira e a ampla biota, tém-se
buscado por moléculas mais eficazes no tratamento contra o cancer e que possuam
menor toxicidade (VIANA et al., 2017). Estudos com a D. bulbifera demonstram sua
eficacia no controle da proliferagcao de células neoplasicas, entretanto, seu potencial
de inibicdo de tumores e a forma com que age nédo esta totalmente elucidado,

sugerindo mais estudos com a planta (WANG et al., 2012).

3.4.1 Medicamentos antitumorais de origem vegetal

A utilizacado de plantas como fonte de principios ativos utilizados em
medicamentos acompanha a histéria da humanidade, apesar do interesse das
industrias farmacéuticas em sintetizar quimicamente esses compostos, as plantas
com propriedades medicinais permanecem como uma valiosa fonte de novas
moléculas bioativas com potencial de utilizagdo no tratamento de doengas como o
cancer (POMPILHO et al., 2013). Estima-se que 60% dos medicamentos modernos
antitumorais sao derivados de plantas (BOUCHER et al., 2017).

A descoberta de moléculas com potencial antitumoral provenientes da planta
C. roseus, popularmente conhecida como vinca, foi um importante avango no
tratamento do cancer. O composto responsavel por sua agao neoplasica pertence a

classe dos alcaloides. Dentre os farmacos comercializados provenientes dessa
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classe estdo a vimblastina e vincristina, utilizadas no tratamento de leucemias e
linfomas. Apds a descoberta desses alcaloides, varios analogos semissintéticos tém
sido pesquisados, tais como a vinorelbina, vindesina e vinflunina (KINGHORN;
CHIN; SWANSON, 2009; PINTO et al., 2012).

A podofilotoxina presente em espécies do género Podophyllum também foi
uma importante descoberta para o tratamento do cancer, especialmente o cancer de
pele. A partir dessa substancia foram obtidos o otoposideo e o teniposideo. Estas
descobertas encorajaram o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI) a
realizar o programa de triagem para agentes anticancerigenos provenientes de
espécies vegetais. Entre 1960 e 1982, 35000 amostras vegetais foram avaliadas,
sendo que as plantas que apresentaram resultados de maior relevancia foram a
Taxus baccata L. e Taxus brevifolia Nutt, que deram origem ao paclitaxel
(BRANDAO et al., 2010).

3.4.2. Isolamento de substancias com atividade antitumoral da D.bulbifera

Komori (1996) testou as substancias diosbulbina A, diosbulbina B e
diosbulbina A 2-O- B -D-glucopiranosideo isoladas da D.bulbifera em células de
sarcoma 180 em camundongos, foram administradas doses diariamente e apos
cinco dias os tumores foram removidos e pesados, as trés substancias testadas
reduziram significativamente o tamanho do tumor.

Gao et al., 2002 isolou sete flavonoides do extrato de acetato de etila da
D.bulbifera, sendo eles, éter 3,5-dimetil kaempferol-cariacina, catequina, miricetina,
3-O-galactopiranosideo-quercetina-, 3-O-galactopiranosideo-miricetina- e 3-O-
glucopiranosideo miricetina. Todos os compostos apresentaram efeito inibitorio
contra a promocéao tumoral de células JB6, entretanto, os flavonoides apresentaram
maior agao antitumoral quando comparados aos flavonoides glicosilados.

Liu et al., 2009 isolaram dez compostos da fracdo de acetato de etila da
D.bulbifera, dentre eles a penogenina-3-O-a-L-ramnopiranosil-(1>3)-[a-L-
ramnopiranosil-(1->2)]-B-D-glucopiranosideo e pennogenina-3-O-a-L-ramnopiranosil-
(1>4) - [a-L-ramnopiranosil-(1->2)] - B-D-glucopiranosideo apresentaram atividade
citotoxica significativa com 99,1% e 92,6% de inibicdo, respectivamente, contra
células de carcinoma hepatocelular humano Bel-7402. Os compostos também foram

testados quanto ao crescimento celular em relagdo ao carcinoma hepatocelular
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humano SMMC7721 e exibiram valores de Clso de 4,54 uM e 4,85 uM,
respectivamente.

Em estudo realizado com o extrato n-butandlico das flores da D.bulbifera,
verificou-se a presenga de 16 compostos. Os compostos isolados foram testados
quanto a atividade antitumoral contra células de carcinoma da bexiga urinaria
(células ECV-304), trés das substancias isoladas apresentaram atividade antitumoral
moderada, sendo elas, a pennogenina 3-O-a-L-rhamnopiranosil-(1->4)-a-L-
rhamnopiranosil-(1->4)-[a-Lrhamnopiranosil-(1->2)]-B-D-glucopiranosideo, a 26-O-[3-
D-glucopiranosil-(25R)-5-en-furost-33,17a,22a,26-tetraol-3-O-a-L-rhamnopiranosil-
(1->4)-a-L-rhamnopiranosil-(1->4)-a-L-rhamnopiranosil-(1->2)]-B-D-glucopiranosideo
e o espiroconazol A (TAPONDJOU, 2013).

3.5 Citotoxicidade

Alguns produtos naturais desempenham eficacia satisfatéria no combate ao
céncer, entretanto, muitos deles apresentam alta toxicidade ao organismo humano,
tornando-se necessarios estudos que comprovem a segurancga de tais substancias
(VIANA et al., 2017).

Toxicidade pode ser definida como uma propriedade especifica de uma
substancia capaz de causar efeitos nocivos aos organismos expostos, durante
algum tempo, a uma concentragédo especifica. Ja a citotoxicidade € a propriedade
nociva de uma substancia em relagéo as células (FROTA et al., 2019).

A toxicidade renal, complicacao frequente do uso de agentes quimioterapicos,
tem se mostrado cada vez mais importante na pratica meédica, considerando o
constante surgimento de novas opgdes terapéuticas e consequente aumento na
sobrevida de pacientes oncologicos (MARTTIELLO, TRAPP, KROTH, 2018).
Portanto, esse tratamento deve ser empregado com cautela em pacientes
predispostos a doengas renais e por isso torna-se importante a busca por plantas
que possuam substancias bioativas e medicinais com possiveis potencialidades
inibitérias para tumores e que possuam toxicidade seletiva sobre as células
cancerigenas.

Um parametro para avaliar se ha diferenga de nocividade entre linhagens de
células normais e tumorais € o teste de viabilidade celular, que pode ser realizado

em diferentes tipos de células. Onde ocorre a reducio de corantes, como o tetrazodlio



27

ou a resazurina, utilizados como marcadores de células viaveis. Esse ensaio requer
a incubagao de um reagente com uma populagédo de células viaveis para converter
um substrato em um produto colorido ou fluorescente, que pode ser detectado em
leitor de placas. A incubagao do substrato com células viaveis resultara na geracao
de um sinal que é proporcional ao numero de células viaveis presentes. Quando as
células morrem, elas perdem rapidamente a capacidade de converter o substrato em
produto. Essa diferenga fornece a base para muitos dos ensaios de viabilidade
celular comumente utilizados (GADHIA et al., 2017).

Existem muitas espécies estudadas quanto as suas propriedades medicinais,
entretanto, nem todas tém sua seguranca comprovada. Algumas apresentam
citotoxicidade em baixas concentragdes, enquanto outras sao citotoxicas a partir de
concentracbes mais altas definidas, podendo ser utilizadas com seguranca em

concentracoes inferiores (DESOTI et al., 2011).

3.6 Técnicas de separacgao e identificagdo de compostos organicos

A dificuldade em se trabalhar com extratos vegetais estd na complexidade
dessas amostras, muitas delas possuem um grande numero de metabdlitos
secundarios em sua composi¢cao (MAIRESSE et al., 2007), apesar de uma planta
poder conter centenas dessas substancias, poucas delas estao presentes em maior
concentracéo, fazendo com que a anadlise de substancias com potencial biolégico
seja mais complexa. Com isso surge a necessidade do fracionamento dos extratos
vegetais (FILHO, 1998).

O fracionamento de extratos vegetais visa a obtengao de fragdes enriquecidas
em compostos bioativos, ou ainda a redugao no teor de compostos interferentes.
Normalmente empregam-se técnicas cromatograficas, tais como a cromatografia em
coluna, cromatografia em camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(SIMOES, 2017).

Apos a obtencdo dos compostos mais puros normalmente empregam-se
técnicas espectroscopicas para a identificacdo desses metabdlitos isolados. Dentre
as técnicas mais comuns, pode-se citar a ressonancia magnética nuclear (RMN),
espectroscopia na regidao do infravermelho (IV) e espectrometria de massas (EM)
(MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008).
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A ressonéncia magnética nuclear (RMN) é uma das ferramentas mais
importantes na quimica organica (SILVERSTEIN et al., 2019). E uma técnica
instrumental que permite a determinagcédo do numero, tipo e posig¢des relativas de
certos atomos de uma molécula. Este tipo de espectroscopia se aplica apenas a
atomos que tém momentos magnéticos nucleares. Embora muitos atomos atendam
a essa exigéncia, os atomos de hidrogénio-1 e carbono-13 sdo os mais importantes
na identificacdo de compostos organicos (PAVIA et al., 2009).

Esta técnica é basicamente outra forma de espectroscopia de absorgéo,
semelhante a espectrometria de infravermelho e a de ultravioleta, onde uma amostra
pode absorver radiacdo eletromagnética na regidao de radiofrequéncia (rf) em uma
frequéncia regida por suas caracteristicas estruturais, sob condicdes apropriadas em

um campo magnético, permitindo sua identificacao (SILVERSTEIN et al.,2019).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e preparo do material botanico

A coleta do material boténico foi realizada no més de margo de 2020 no
municipio de Pato Branco - PR, na area experimental do Campus da UTFPR
(Coordenadas geograficas: 26°17'58” de latitude sul e 52°68’92” de longitude oeste e
altitude de 761m).

4.2  Preparo do material vegetal

Foram processados 1,7 kg de tubérculo. Inicialmente foi realizada a lavagem
em agua potavel corrente, em seguida a sanitizagdo com hipoclorito de sddio 200
mg L por 5 minutos (ANTONIOLLI et al., 2005). Apds esse tempo, os tubérculos
inteiros foram descascados e cortados em pequenos pedacgos, embalados em sacos
plasticos, selados a vacuo para evitar a oxidacdo e congelados. Depois de
congelados foram submetidos a liofilizagdo em liofilizador Liotop L101, em seguida

foram triturados até a obtencao de um pé fino (Figura 2).

Figura 2 — A: Dioscorea bulbifera in natura; B: Dioscorea bulbifera liofilizada e triturada

Fonte: Autoria prépria
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4.3 Obtencao dos extratos

4.3.1 Extrato etandlico 75%

Os tubérculos liofilizados foram submetidos a extragao a frio, com etanol 75%
e agitagao constante, a renovagao do solvente foi realizada trés vezes em intervalos
de 48 h, conforme método realizado por WANG et al. (2012).

Posteriormente, o extrato foi filtrado a vacuo e concentrado em evaporador
rotativo a temperatura de 40 °C. O extrato concentrado foi armazenado na capela

para a completa evaporag¢ao do solvente.

4.3.2 Particao

O extrato etandlico foi particionado em funil de separagdo com os solventes,
cloroférmio, acetato de etila, n-butanol e agua, sucessivamente. Os extratos obtidos
foram concentrados em evaporador rotativo a pressao reduzida e temperatura de
40 °C, armazenados na capela para a completa evaporacdo do solvente e
posteriormente liofilizados (GAO et al., 2002). Dos trés extratos obtidos, somente o
extrato n-butandlico foi utilizado neste estudo, pois em estudo anterior realizado por
Stadniki (2019) esse extrato apresentou atividade antitumoral superior quando
comparado com os demais. Os demais extratos foram armazenados sob
refrigeracao para estudos futuros.

O Fluxograma do preparo do material vegetal para obtencdo dos extratos é

apresentado na Figura 3.
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Figura 3 — Fluxograma das etapas do processo de extragao

Dioscorea bulbifera
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¥
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l l l l

Cloroformio  Acetato de etila n-butanal Agua

Ordem crescente de polaridade

Fonte: Autoria prépria

4.4 Fracionamento cromatografico em coluna flash de silica gel

Para o fracionamento, a coluna (Figura 4) foi estabelecida na proporcao de
30:1 silica:amostra, onde 500 mg do extrato n-butandlico liofilizado foi dissolvido em
metanol PA e depois misturado com 500 mg de silica gel (Sigma-Aldrich, 230-400
mesh, tamanho de poro 60 A), a mistura foi homogeneizada até a formagéo de um
po fino para a completa incorporagao da amostra na silica. Apés a evaporacao do
solvente, a amostra foi aplicada em uma coluna com 1,5 cm de diametro interno e
preenchida com 15 g de silica gel, a presséo utilizada foi suficiente para manter a
velocidade de eluicdo em 5 cm min'.

A fase moével utilizada na eluigdo contou com um gradiente em ordem
crescente de polaridade, iniciando com cloroférmio:metanol (95:5; 90:10; 85:15;
80:20; 75:25; 70:30; 65:35; 60:40; 55:45; 50:50; 45:55; 40:60; 35:65; 30:70; 20:80;
10:90; 0:100) e finalizando com metanol:agua (90:10). O volume total de solvente
utilizado foi de 1,080 L. As fragdes foram coletadas em tubos de ensaio com volume
fixo de 5 mL.
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Figura 4 — Coluna flash

Fonte: Autoria prépria

4.5 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

O perfil cromatografico das fragées obtidas foi monitorado por CCD analitica.
As cromatofolhas utilizadas foram de silica gel 60 F2s4 (Macherey-Nagel), com 0,5
cm de espagamento entre as amostras e 1 cm nas extremidades verticais. Para
eluicdo a fase movel utilizada foi de cloroférmio:metanol em ordem crescente de
polaridade. A revelacdo das cromatofolhas ocorreu sob luz natural e luz ultravioleta
nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm. Apds reveladas, as fracbes foram
agrupadas por similaridade. Foram obtidas 11 fragdes, denominadas F1 (2 mg), F2
(2 mg), F3 (2 mg), F4 (4 mg), F5 (30 mg), F6 (33 mg), F7 (38 mg), F8 (300 mg), F9
(145 mg) F10 (19 mg) F11 (6mgq). As fragcbes selecionadas foram purificadas atraves
de coluna com resina Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich) e CCDP (Cromatografia em
Camada Delgada Preparativa), com silica gel 60, UV-254 (Macherey-Nagel).

A Fragao F5 foi submetida a CCDP, eluida com cloroférmio:acetato de etila
(40:60), resultando nas subfra¢cdes F5S1 (12 mg) e F5S2 (5 mg).

A Fracgao F6 foi submetida a CCDP, eluida com acetona:cloroférmio (60:40),
resultando nas subfragdes F6S1 (2 mg), F6S2 (2 mg), F6S3 (2 mg), F6S4 (1mg).
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A fragdo F7 foi submetida a CCDP, eluida com cloroférmio:acetato de etila:
acetona:acido formico (20:55:10:15), resultando nas subfragbes F7S1 (6 mg), F7S2
(1,2 mg), F7S3 (3,5 mg), F7S4 (8 mq).

A fracdo F8 foi submetida a cromatografia em coluna aberta com sephadex
LH-20. A coluna foi estabelecida na propor¢cao de 20:1 resina:amostra e a fase
movel utilizada foi metanol. As subfragdes foram coletadas em tubos de ensaio com
volume fixo de 5 mL, submetidas a CCD analitica e agrupadas por similaridade,
resultando nas subfragdes F8S1 (32 mg), F8S2 (41 mg) e F8S3 (21 mg).

A subfragdo F8S2 foi submetida a CCDP, eluida com cloroférmio:acetato de
etila:acetona:acido férmico (20:55:10:15), resultado nas subfragbes F8S2-1 (5 mg),
F8S2-2 (4 mg), F8S2-3 (1mg) e F8S2-4 (5 mq).

As origens das CCDs preparativas das fragbes F7 (F7-O) e F8S2 (F8S2-0)
foram coletadas, agrupadas e submetidas a cromatografia em coluna aberta com
silica flash. A fase mével utilizada na eluigdo contou com um gradiente em ordem
crescente de polaridade, iniciando com cloroférmio:acetato de etila:metanol
(70:20:10; 60:40:10; 50:35:15; 35:50:15; 35:45:20; 25:35:40; 10:40:50; 0:40:60;
0:20:80) e finalizando com metanol 100%.

Na Figura 5 é apresentado o fluxograma do processo de fracionamento e

purificacao.
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Figura 5 — Fluxograma do processo de fracionamento e purificacéo
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Fonte: Autoria prépria

4.6 Atividade antitumoral

As células utilizadas no estudo foram de linhagens, Raiji, constituida de

células B linfoblasticas e Jurkat (leucemia linfoide aguda tipo T). 10000 células foram

plaqueadas em placas de 96 pocos, em seguida foram tratadas com os compostos

nas concentragdes de 5, 10, 20, 40 e 80 ug ml'. Apés 48 h de exposicdo aos

compostos, foi

adicionada resazurina a cada poc¢o e apos 5 h a absorbancia foi lida

no comprimento de onda de 570 nm. O medicamento controle utilizado foi a
doxorrubicina (DXR).
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4.7 Avaliagao da viabilidade celular pelo método colorimétrico MTT

A viabilidade celular foi testada nas linhagens celulares Vero e LLC-MK2. As
células foram ressuspensas a concentragdo de 2,5x10° células mL-' em meio DMEM
suplementado com 10% de SFB. Foram adicionados 100 pyL dessa solugao nos
pocos da placa de 96 pocos, e incubadas por 48 h a 37 °C e 5% de CO2. As
amostras foram adicionadas nas concentragdes de 1000, 500, 250, 125 e 62,5 ug
mL-" e incubadas por 48 h. Apds a incubacgéao, foram adicionados 50 pL de solugdo
de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio), na concentragéo de 2 mg mL-".
A placa foi novamente incubada por 4 h a 37 °C 5% de CO:2 (protegida da luz) e
adicionado 150 pL de DMSO, seguido da leitura em leitor de microplaca (BIO-TEK
Power Wave XS) a 570 nm. A concentracao inibitéria para 50% das células (Clso) foi
determinada como a concentragao capaz de reduzir 50% da densidade Optica das
células tratadas em comparacdo com o controle negativo. Os testes foram

realizados em triplicata.

4.8 indice de seletividade

O indice de seletividade (IS) pode indicar a seletividade de um composto
entre uma linhagem e uma normal, indicando o potencial uso deste composto em
testes clinicos (BOGO, 2012). A seletividade do extrato e fragbes foi realizada de
acordo com Suffines e Pezzuto (1991). Os IS foram obtidos a partir da raz&o entre
os valores da Clso das células ndo tumorais e Clso das células tumorais expresso na
equacéo: IS = Clso/Clso. Foi considerado significativo um valor de IS maior ou igual a
2,0 para indicar se a amostra € duas vezes mais ativa em células tumorais do que

células normais.

4.9 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Todos compostos isolados foram submetidos a andlise por RMN 'H. As
analises foram realizadas no Instituto de Quimica-USP, utilizando o equipamento
Bruker Avance Il 500 MHz, com 600 pyL de amostra diluida em DMSO deuterado
(99,9%, Cambridge Isotope Laboratories, Inc, MA, USA). Os espectros foram

analisados no softwere TopSpin 4.1.1 (Bruker).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Processo de extracao

O processo de extracdo € uma etapa de grande relevancia no isolamento de
compostos bioativos dos tubérculos da D. bulbifera, fatores como: tempo,
temperatura, agitacdo e solvente utilizado interferem diretamente no resultado do
extrato produzido.

Os tubérculos foram triturados apos a liofilizagdo para que houvesse um
aumento da superficie de contato com o solvente, o processo de extragao ocorreu
sob agitacdo constante para que o solvente estivesse constantemente em contato
com todo o material vegetal e optou-se por conduzir a extragdo em temperatura
ambiente para que nao houvesse a formacao de artefatos ou decomposi¢ao de
substancias.

A parti¢ao foi conduzida com os solventes em ordem crescente de polaridade,
cloroférmio, acetato de etila, n-butanol e agua. Os extratos de cloroférmio, acetato
de etila e agua foram armazenados sob refrigeragédo para futuros estudos.

Na Tabela 2 sdo apresentados os valores de rendimento do extrato n-

butandlico em escala laboratorial.

Tabela 2 — Rendimento do extrato n-butanélico

Planta Rendimento (%)

Dioscorea bulbifera liofilizada 0,186

Fonte: Autoria prépria

Em comparagdo com os resultados obtidos por Stadniki (2019), observa-se
um rendimento inferior. Isso pode ter ocorrido pela diferenca na época da coleta da
planta ou grau de pureza dos solventes utilizados no processo extrativo.

Ressalta-se que, neste trabalho estdo sendo relatados os resultados de
experimentos, obtidos a partir do extrato n-butandlico, baseado no fato de que esse
extrato, em estudo anterior descrito por STADNIKI (2019), do grupo de pesquisa em
Tecnologia de Bioprocessos - GTBio, demonstrou atividades bioldgicas promissoras,
dentre dessas atividades, o extrato n-butandlico demonstrou significativa atividade

citotéxica frente as linhagens celulares leucémicas (Raji, K662, Jurkat e HLG0).
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5.2 Fracionamento

O fracionamento por coluna de silica flash de 500 mg do extrato n-butandlico,
possibilitou a separacao de 151 fragbes, coletadas em tubos de ensaio em volumes
fixos de 5 mL (Figura 6), observou-se mudangas na tonalidade das coloragdes
conforme alteragé&o do gradiente, indicando uma possivel separacédo de compostos.

Figura 6 — Fracdes coletadas a p

artir da coluna flash

LI

Fonte: Autoria prépria

A coluna foi acompanhada no visivel e com lampada UV nos comprimentos
de onda 254 e 365 nm. A primeira banda de cloragcdo rosa foi observada no
comprimento de onda de 365 nm e eluiu com cloroférmio 100%. Essa foi a unica
banda observada no UV (Figura 7).

Figura 7 — Banda visualizada no UV-365 nm

Fonte: Autoria prépria
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A avaliagao do perfil cromatografico foi realizada por CCD analitica e apds o
agrupamento foram obtidas 11 fragdes, denominadas F1 (2 mg), F2 (2 mg), F3 (2
mg), F4 (4 mg), F5 (30 mg), F6 (33 mg), F7 (38 mg), F8 (300 mg), F9 (145 mg), F10
(19 mg) e F11 (6 mg).

Na Tabela 3 sao apresentados os rendimentos das fragdes, partindo de 500

mg de extrato n-butandlico liofilizado.

Tabela 3 — Rendimento das fragbes obtidas

Fragao Rendimento (%)
F1 0,4
F2 0,4
F3 0,4
F4 08
F5 6.0
F6 6.6
F7 76
Fs 60,0
F9 29,0
F10 3,8
F11 1,2

Fonte: Autoria prépria

Com base nos resultados apresentados na Tabela 3 observa-se que as
fragdes que apresentaram melhores rendimento foram as F8, F9, F7 e F6, as demais
fracdes se apresentaram em quantidades pequenas, tornando a purificagcao inviavel
neste estudo.

A coloracdo das fragbes F1 a F5 por analise descritiva variou do amarelo
claro ao castanho, as demais fragdes apresentaram a mesma coloragdo, marrom

intensa, como demostra a Figura 8.
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Figura 8 — Coloracgao das fragGes obtidas

Fonte: Autoria prépria

As fragbes F1, F2, F3 e F4 n&o prosseguiram para as etapas posteriores de
purificacdo, devido ao baixo rendimento. Ja as fragcdes F9, F10 e F11 ndo foram
purificadas devido a sua alta polaridade e dificuldade de solubilizacdo em solventes
organicos comuns. A partir desse principio de selecdo/exclusdo foram obtidos

resultados promissores para os solventes testados nas fracoes F5, F6, F7 e F8.

5.3 Purificagao

A Fracao F5 foi submetida ao processo de purificagdo por Cromatografia em
camada delgada preparativa (CCDP) (Figura 9), onde foram observadas duas
bandas sob Iluz UV-254, as bandas foram coletadas, solubilizadas em
diclorometano/metanol (50:50), filtradas e secas. As subfragbes obtidas foram
denominadas F5S1 (12 mg) e F5S2 (5 mg). O valor de RF para a F5S1 foi de 0,53 e
para a F5S2 de 0,83.
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Figura 9 — CCDP da fragédo F5
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Fonte: Autoria prépria

A fracéo F6 foi purificada por CCD preparativa (Figura 10). Foram observadas
quatro bandas sob luz UV-254, denominadas de F6S1 (2 mg) com RF de 0,44, F6S2
(2 mg) com RF de 0,59, F6S3 (2 mg) com RF de 0,74 e F6S4 (1mg) com RF de
0,84.

Figura 10 - CCDP da fracdo F6
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Fonte: Autoria prépria
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A purificagdo por CCDP da fragdo F7 (Figura 11) resultou em quatro bandas
visualizadas no UV-254, identificadas como F7S1 (6 mg) com RF de 0,84, F7S2 (1,2
mg) com RF de 0,87, F7S3 (3,5 mg) com RF de 0,91, F7S4 (8 mg), sendo que esta
ultima eluiu juntamente com o solvente tendo um RF de 1. Apds a coleta das
bandas, todo o restante da placa foi coletado para posterior repurificagdo, essa
amostra foi denominada F7-O.

Figura 11 — CCDP da fragéo F7

Solvente/F7s4 | -

F753 [ —~ =

F752
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Amostra — - S

Fonte: Autoria prépria

Por possuir uma polaridade maior, optou-se por purificar a fracdo F8 em
coluna aberta, utilizando Sephadex LH-20 como fase estacionaria (Figura 12). A
eluicdo foi feita com metanol 100% e nao foi possivel observar uma separacgao

aparente, além da mudanca na tonalidade da coloragao das subfracdes obtidas.
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Figura 12— Coluna aberta com Sephadex LH-20

Fonte: Autoria prépria

A partir da coluna de Sephadex LH-20 foram coletadas 33 subfragdes (Figura
12), todas foram avaliadas quanto a seu perfil cromatografico por CCD analitica e
posteriormente agrupadas e secas. As subfragdes obtidas foram denominadas F8S1
(32 mg), F8S2 (41 mg) e F8S3 (21 mg).

Figura 13 — Subfracdes provenientes da coluna aberta com Sephadex LH-20
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Fonte: Autoria prépria
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A subfracdo F8S2 foi submetida ao processo de purificagdo por CCDP. Foram
visualizadas quatro bandas sob Iluz UV-254, as bandas coletadas foram
denominadas F8S2-1 (5 mg) com RF de 0,84, F8S2-2 (4 mg) com RF de 0,87, F8S2-
3 (1mg) com RF de 0,91 e F8S3-4 (5 mg) com RF de 1 (Figura 14).

Observou-se uma coloragao intensa na origem, indicando a presenga de uma
grande quantidade de amostra residual, por esse motivo a origem foi coletada para

posterior repurificacdo, essa amostra foi denominada F8S2-O.

Figura 14 — CCDP da subfragdo F8S2
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Fonte: Autoria prépria

As origens das CCDs preparativas das fragcoes F7 (F7-O) e F8S2 (F8S2-0)
foram coletadas. Apds a realizacdo de CCD analitica observou-se uma grande
semelhanga das amostras e optou-se por agrupa-las, resultando na F78S2-O, que
foi submetida a separagao por coluna de silica flash. Foram obtidas 85 subfracbes
de 5 mL cada, coletadas em tubos de ensaio.

Observou-se a formagao de pequenos cristais transparentes no formato de
agulhas no fundo da maior parte dos tubos e uma substancia de coloragéo
amarelada nas paredes (Figura 15A). A formacao de cristais € um indicativo de
substancia pura, por esse motivo essas subfracbes foram agrupadas para a
obtencdo de uma quantidade maior de cristais, (Figura 15B), que foram coletados
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com o auxilio de uma pinga e denominados F78S2-1 (7 mg). A porgéao residual de

coloragao amarela também foi agregada e denominada F78S2-2 (25 mg).

Figura 15 — A: Cristais formados nos tubos de ensaio, B: Cristais apds o agrupamento

Fonte: Autoria prépria
Na Figura 16 é apresentado o fluxograma do processo de purificagdo das
fracdes.

Figura 16 — Fluxograma do processo de purificagéo
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Fonte: Autoria prépria

5.4 ldentificagao das substancias isoladas

A substancia F5S1, 12 mg, se apresentando na forma de um pé levemente
amarelado foi isolada a partir da fracao F5. Esta sendo apresentada com base no

trabalho de Liu et al. (2011), cujos dados espectroscopicos (RMN 'H), sdo
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semelhantes aos atribuidos ao composto 18, uma diarilheptanona associada a uma
porcao dihidrofenantreno, obtida de extrato polar de D. bulbifera. Na Tabela 4 esta
sendo relatado a comparagao entre os dados espectroscopicos da literatura e os
obtidos para a substancia F5S1.

Tabela 4 — Comparacéao entre os espectros de RMN "H proposto por Liu et al. (2011) e da substancia
F5S1

8 1H (J em Hz) — Liu et al. (2011) 8 1H (J em Hz) — Amostra F5S1

CHa(1) 2,64-2,67 m 2,37 m
CHa(2) 2,62-2,65 m 2,28 m
C(3)
C(4)
H-C(5) 7,38d (11,1) 7,97 d (10,80)
H-C(6) 6,22 dd (15,5:11,1) 6,58 dd (17,00; 10,80)
H-C(7) 6,83 d (15,5) 6,06 d (16,04)
c(1)
H_C(2) 6,82 d (8,5) 7,09 d (7,84)
H_C(3) 6,54-6,56 m 6,83 m
C(4)
H_C(5) 6,54-6,55 m 6,83 m
H_C(6) 6,82 d (8,5) 7,09 d (7,84)
c(1”)
H_C(2”) 7,05d (8,7) 7,50 d (8,07)
H_C(3") 6,55-6,57 m 7,68m
C(4”)
H_C(5”) 6,55-6,57 m 7,68 m
H_C(6”) 7,05d (8,7) 7,50 d (8,07)
c(1™)
c2”)
H_C(3") 6,42 s 6,02 s
c@4)
MeO-C(4) 3,56 s 3,58's
C(4a)
C(4”b)
H_C(5”) 8,13 d (8,6) 8,08 d (10,80)
H_C(6”) 6,55-6,57 m 7,68 m
c(7”)
H_C(8") 6,50 d (2,6) 5,18 d (3,71)
C(8"a)
CH2(9”) 2,39-2,40 m 2,13 m
CH2(10) 2,22-2,25 m 1,97 m
C(107a)

Fonte: Autoria prépria

Ao analisar os dados espectroscopicos apresentados na Tabela 4, pode-se

observar dois sistemas A2X2 de dois anéis para-substituidos (5 (H) 6,83; 6 (H) 7,09, e
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6 (H) 7,68; 6 (H) 7,50). Um sistema ABX devido a um anel aromatico (5 (H) 5,18 (d,
J=3,71,H-C (8"))), 7,68 (m,H-C (6"")) e 8,08 (d, J= 10,80, H—C (5))). Um anel
benzénico pentassubstituido (6(H) 6.02 (s, H-C(3"”))), trés atomos de hidrogénio
olefinicos, (3(H) 7,97 (d, J= 10,80, H-C(5))), 8(H) 6,58 (dd, J=17,00, 10,80, H-C(6)),
d(H) 6,06 (d, J=16,04, H-C(7))). Além disso, apresenta um grupo MeO (5(H) 3,58 (s,
MeO-C(4’”))) e quatro grupos CH2 (8 (H) 2,37 (m, CH2(1)), 6 (H) 2,28 (m, CH2(2)), 5
(H) 2,13 (m, CH2(9)), 6 (H) 1,97 (m, CHz2 (10™))). A ligacdo C(5)-C(6) apresenta
configuracao cis, revelada pela constante de acoplamento J(H,H) no valor de 10,80
Hz, dos atomos de H olefinicos em H-C(5) (6 (H) 7,97 (d, J=10,80)) e H-C(6) (5 (H)
6,58 (dd, J=17,00, 10,80)), enquanto a constante de acoplamento maior, J (H-H) no
valor de 17,00 Hz indica configuragao trans para a ligacdo C(6)=C(7). Os dados
acima, estdo em consonancia com os valores da literatura citada, possibilitando a
definicdo da estrutura completa de F5S1, conforme mostrado na Figura 17, ou seja,

diobulbinona A.

Figura 17 - Diobulbinona A

Fonte: Autoria prépria



Figura 18 - Sistemas A2Xz de dois anéis para-substituidos
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A substancia F5S2, 5 mg, se apresentando na forma de um po6 levemente
amarelado foi isolada a partir da fracdo F5. Esta sendo apresentada com base no
trabalho de Wang et al. (2009), cujos dados espectroscopicos (RMN 'H), sdo
semelhantes aos atribuidos ao composto 1, apresentando esqueleto norditerpenoide
denominada diosbulbina |, obtida de extrato polar de D. bulbifera. Na Tabela 5 esta
sendo relatada a comparagao entre os dados espectroscopicos da literatura e os

obtidos para a substancia F5S2.

Tabela 5- Comparagédo entre os espectros de RMN 'H proposto por Wang et al. (2009) e da
substancia F5S2

5 1H (J em Hz) — Wang et al. (2009) & 1H (J em Hz) — Amostra F552

1 2,16 m 222m
1,45m 0,92 m
2 4,85m 4,30 m
3 1,78m 1,00 m
2,50m 247 m
4 2,69 m 2,70 m
5 2,22 ddd (1,7;2,7;12,6) 2,05m
6 548 m 547 m
7 2,25m 2,34 m
1,92 m 1,54 m
8 3,01 dd (3,5; 12,3) 3,63dd (6,4; 11,4)
9 - -
10 2,37 ddd (5,3; 12,2; 12,6) 243 m
11 1,85dd (11,2; 14,2) 1,22 dd (10,43; 15,78)
1,88 dd (5,9; 14,2) 1,43 dd (6,7; 14,5)
12 5,41 ddd (0,6; 5,9; 11,2) 542 m
13 - -
14 6,43 dd (0,8;2,0) 6,87 m
15 7,43 dd (1,6; 2,0) 7,32 m
16 7,48 m 7,48 m
17 - -
19 - -
20 1,04 s 1,29 s
1’ - -
2.6 6,89 d (8,8) 7,18 d (8,2)
3.5 7,51d(8,8) 7,43 d (8,0)
4 - -
7 7,68 d (16,0) 7,56 d (7,8)
8 6,35d (16,0) 7,14 d (7,8)
o} - -
OCH3 3,83s 3,57 s

Fonte: Autoria prépria
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Considerando que esta substancia ndo esta pura e, com base apenas nos
espectros de RMN 'H, algumas diferengas de multiplicidades e ou valores de
constantes de acoplamento estdo sendo relatadas. O atomo de hidrogénio, ligado ao
C-12 (8(H) 5,42) apresenta-se como um multipleto, resultado do acoplamento ax-ax
com o proton em C-11 (8(H-11B) 1,22) e (6(H-11a) 1,43). No artigo relatado, a
absorg¢ao do H ligado ao C-12 ocorre em 5,41 ppm e a multiplicidade como ddd (0,6
Hz; 5,9 Hz e 11,2 Hz). O proton em C-8 (8(H) 3,63 acopla apenas com os protons
em C-7 (8(H-7pB) 2,34; (6(H-7a) 1,54) com as constantes de acoplamento de 11,4 Hz
(ax — ax) em relagédo a H-7p e 6,4 (ax — eq) em relagédo a H-7a. O atomo de
hidrogénio, ligado ao C-14 (8(H-14) 6,87) apresenta-se como um multipleto
resultante do acoplamento (J3) com o préton em C-15 (§(H-15) 7,32) e, acoplamento
a longa distancia com o H-16. Os demais valores de deslocamentos quimicos e suas
respectivas multiplicidades estdo de acordo com o proposto na literatura citada,
portanto, pode-se inferir o isolamento ndo de forma pura, mas como uma mistura, da

diosbulbina I.

Figura 20 — Diosbulbina |

Fonte: Autoria prépria
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Figura 21 — Multipletos correspondentes aos atomos de H ligados aos C-12 e C-14
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Fonte: Autoria prépria

Ainda considerando que a substancia F5S2 nao esteja pura, na Tabela 6 esta
sendo relatado outra possibilidade de estrutura com base nos dados

espectroscopicos obtidos por Wang et al. (2009) para o composto 2.

Tabela 6 - Comparagéao entre os espectros de RMN 1H proposto por Wang et al. (2009) e da
substancia F5S2

5 1H (J em Hz) - Wang et al. (2009) & 1H (J em Hz) — Amostra F5S2

1 201m 2,22m
1,57 m 1,54 m
2 4,18 m 417 m
3 2,04 m 2,34 m
2,06 m 2,69m
4 297m 3,63 m
5 - -
6 - -
7 2,37Tm 2,47m
2,26 m 243 m
8 2,01 dd (3,5;12,3) 2,22m
9 - -
10 2,97 dd (4,5; 12,1) 3,63 m
11 2,17 dd (11,0; 14,2) 3,02 s largo
1,78 dd (6,1; 14,2) 2,05m
12 5,62 ddd (0,6;6,1;11,0) 542 m
13 - -
14 6,57 m 6,88 m
15 7,58 m 7,74 m
16 7,67 m 7,78 m
17 - -
19 - -
20 1,08 s 1,29 s

Fonte: Autoria prépria

De acordo com os dados observados no espectro de RMN 'H, a diferenca

entre a substancia 2 (Wang et al., 2009) e a substancia F5S2 consiste basicamente
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na multiplicidade de alguns sinais, o que pode ser decorrente do fato de que essa
amostra se encontra na forma de mistura, como ja foi relatado anteriormente.
Portanto, propdem-se a identificagdo da substancia diosbulbina J (Figura 21), um

diterpenoide norclerodano.

Figura 22 - Diosbulbina J

Fonte: Autoria prépria

A substancia F78S2-2, 25 mg, de coloracdo amarela foi isolada a partir da
fragdo F78S2. Esta sendo apresentada com base no trabalho de Gupta e Singh
(1989), cujos dados espectroscopicos (RMN 'H), sdo semelhantes aos atribuidos ao
composto 2, 4,6-dihidroxi-2-o-(4’-hidroxibutil) acetofenona (Figura 24 A), obtido de
extrato polar de D. bulbifera. Na Tabela 7 esta sendo relatada a comparacao entre

os dados espectroscopicos da literatura e os obtidos para a substancia F78S2-2.



Tabela 7 - Comparagéo entre os espectros de RMN 'H proposto por Gupta e Singh (1989) e da
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substancia F7852-2
8 1H (J em Hz) — Gupta e Singh(1989) & 1H (J em Hz) — Amostra F78S2-2
2 - 7,15 d (8,00)
3 5,655 (2,5) 7,56 d (8,00)
5 5,80 d (2,5) 7,15 d (8,00)
6 - 7,15 d (8,00)
8 2,48 s 246s
1 4,30 t 4,311 (6,53)
2 1,79t 2,26t (6,43)
3 1,59 t 2,14 t(6,43)
4 3,65 dd (11,25;3,40) 3,99 d (5,85)
3,58 dd (11,25; 7,35) 3,64 quart (12,42;6,74)
Ph-OH 7,90 -
Ph-OMe 13,10 -
-CH20H 2,62 brt (6,2) 2,18s

Fonte: Autoria prépria

Com base nos dados da literatura propde-se um composto com estrutura
semelhante, exceto em relagdo a substituicdo do anel benzénico. Observa-se no
espectro de RMN 'H, os deslocamentos quimicos de 7,15 ppm atribuido aos atomos
de hidrogénio ligados aos atomos de C-2 e C-6, e de 7,56 ppm aos atomos de
carbono C-3 e C-5. A multiplicidade dos sinais (dupletos) e o valor da constante de
acoplamento (8,00 Hz - acoplamento orto), permitem a atribuicdo de um sistema
para-substituido presente na substancia F78S2-2. Com os dados espectroscépicos
obtidos nao foi possivel determinar a composi¢ao do grupo R mostrado na Figura 24
B.

Figura 23 — A: 4,6-dihidroxi-2-o- (4’-hidroxibutil) acetofenona B: Estrutura proposta para a amostra
F78S2-2
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Fonte: Autoria prépria
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Figura 24 — Deslocamentos atribuidos aos atomos de H ligados aos C-2 e C-6 (A) e C-3 e C-5 (B)
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Fonte: Autoria prépria

A substancia F7S3, 3,5 mg, de coloragdo marrom foi isolada a partir da fracao
F7. Esta sendo apresentada com base no trabalho de Wang (2018), cujos dados
espectroscopicos (RMN 'H), sdo semelhantes aos atribuidos ao composto 2,
diosbulbiol B, obtido de extrato polar de D. bulbifera. Na Tabela 8 estd sendo
relatada a comparagao entre os dados espectroscépicos da literatura e os obtidos

para a substancia F7S3.

Tabela 8 - Comparagao entre os espectros de RMN 'H proposto por Wang et al. (2018) e da
substancia F7S3

6 1H (J em Hz) — Wang et al. (2018) 8 1H (J em Hz) — Amostra F78S2-2

1

2 2,78 m 2,64 m

3 4,62 m 5,33 m

4 2,67 dd (6,2;3,6) 2,13d (2,78)

5

6 3,05 dd (8,7;6,3) 2,27 tlargo (8,0)

7 2,78 s 2,37 tlargo (8,0)

8

9 7,87 d (8,7) 7,50 d (8,15)

10 6,82 d (8,6) 6,83 d (8,86)

11

12 6,82 d (8,6) 6,83 d (8,86)

13 7,87 d (8,4) 7,50 d (8,15)

14

15 7,01d (8,4) 7,27 d (8,66)

16 6,68 d (8,4) 7,09 d (8,63)

17

18 6,68 d (8,4) 7,09 d (8,63)
7,01d (8,4) 7,27 (8,66)

Fonte: Autoria prépria
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O atomo de hidrogénio, ligado ao C-4 (3(H-4) 2,13) apresenta-se como um
dupleto (J=2,8 Hz), resultado do acoplamento com o préton em C-3 (3(H-3) 5,33) e
nao como um duplo dupleto (J=6,2 Hz; 3,6 Hz) como apresentado no artigo. Os
atomos de hidrogénio ligados ao C-6 (6(H-6a e H-6b) 2,27) apresentam-se como
tripleto largo (J=8,0 Hz), resultado do acoplamento com os préton em C-7 (6(H-7a e
H-7b) 2,37), cuja multiplicidade também apresenta-se como um tripleto largo (J=8,0
Hz), em discordancia com o apresentado pelo artigo: duplo dupleto em 3,05 ppm
(J=8,7 e J=6,3), para os atomos de hidrogénio ligados ao C-6 e singleto em 2,78
ppm correspondendo ao atomo de hidrogénio ligado ao C-7. Apesar disso, é
possivel considerar a presenga na forma de mistura, da substancia diosbulbiol B
(Figura 26).

Figura 25 - diosbulbiol B

Fonte: Autoria prépria

Figura 26 — Sinais correspondentes aos atomos de H ligados aos C-4, C-6 e C7
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O composto diosbulbiol B teve sua toxicidade testada contra as células
tumorais SMMC7721, MCF-7, K562 e A549 por Wang et al., (2018), entretanto, nédo
demonstrou efeito inibitério contra as linhagens celulares testadas, com CI50 >
40 uM.

T
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Os dados apresentados através da analise dos espectros de RMN vém
corroborar com estudos que realizaram prospeccgao fitoquimica com plantas do
mesmo género e espécie, que identificaram a presenca destes compostos.

Os compostos encontrados neste estudo no extrato n-butandlico da espécie
em questido, servem de base, possivelmente para a atividade antitumoral do extrato
contra células leucémicas determinada por Stadniki (2019).

Por conseguinte, torna-se necessario testar os compostos isolados frentes as

células tumorais leucémicas.

5.5 Atividade antitumoral

O efeito das fragdes obtidas do extrato n-butandlico da D.bulbifera sobre a
proliferacdo de células Raji e Jurkat foi estudado pelo método de viabilidade celular

com Tetrazélio, os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 9.

Tabela 9 — Atividade antitumoral de fragées do extrato n-butanélico da D.bulbifera

Jurkat Clso (ug mL-1) Raji Clso (ug mL-1)

F5 160,3670 0,9200
F6 122,0590 78,0700
F7 106,1960 19,5900
F8 263,1880 5,6400
F9 921,2450 -
F10 83,2934 -

F11 8476,4100 75,2000
G1 7,7120 -

G2 0,0133 165,7000
G3 21,2332 0,3700
DXR 0,0780 0,0017

G1: F3+F4; G2: F8S2-1; G3: F8S2-2
DRX (doxorrubicina): Controle positivo
Fonte: Autoria Prépria.

Através da Tabela 9 é possivel observar que as amostras demonstraram
resultados mais expressivos frente a linhagem celular Raji, quando comparada a
linhagem celular Jurkat. Analisando os resultados de Clso frente a linhagem celular
Jurkat, observa-se que as fragdes F5, F6, F7, F8, F9 e F11 apresentaram resultados
menos atrativos, com valores de Clso superiores a 100 yg mL-'. Ja a fragdo F10
apresentou um resultado mais promissor, com valor de Clso de 83,29 ug mL". As

subfragcoes G1, G2 e G3 apresentaram resultados bastante significativos. Dentre
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elas, a G2 apresentou o resultado mais promissor em comparagao com todas as
amostras analisadas, necessitando de uma concentragdo baixissima para obter
resultados de inibicdo de 50% da atividade celular, correspondente a 0,0133 ug mL-
', menor que o valor de Clso encontrado para o controle positivo utilizado,
doxorrubicina (DXR) de 0,0780 ug mL™".

Considerando os resultados obtidos para a linhagem celular Raji, observa-se
que somente a subfragdo G2 apresentou valor de Clso superior a 100 uyg mL". As
demais fragdes, apresentaram resultados significativos, sendo que as fragdes F5 e
F8 e subfracdo G3 apresentaram menores valores de Clso, correspondentes a
0,9200; 5,6400 e 0,3700 pug mL-', respectivamente. N&o foi possivel calcular os
valores de Clso para as amostras F9, F10 e G1.

Nao foram encontrados na literatura estudos sobre a acdo da D. bulbifera
frente as linhagens celulares Raji e Jurkat.

Em um estudo realizado com os tubérculos da D. bulbifera, obteve-se
resultado satisfatério para o extrato de acetato de etila, que exibiu potente agao
citotdxica contra as células HCT116, com valor de Clso de 88,49 ug mL-'. O valor
encontrado se aproxima dos encontrados no presente estudo para a amostra F10,
quando testada frente as células Jurkat e amostras F6, F7 e F11 quando testadas
frente as células Raji (Hidayat et al., 2018).

Liu et al. (2009) isolaram dez compostos da fracdo de acetato de etila da D.
bulbifera, dentre as amostras isoladas a penogenina-3-O-a-L-ramnopiranosil-(1->3)-
[a-L-ramnopiranosil-(1->2)]-B-D-glucopiranosideo e pennogenina-3-O-a-L-
ramnopiranosil- (12>4) - [a-L-ramnopiranosil-(1->2)] - B-D-glucopiranosideo exibiram
resultados promissores no combate as células de carcinoma hepatocelular humano
SMMC7721, com valores de Clso de 3,52 e 3,76 yg mL-', que se aproximam aos
encontrados no presente estudo para as amostras G1 e G2 frente as células Jurkat
e amostras F5, F8 e G3 frente as células Raji.

CHEN et al. (2013), testaram diferentes concentragdes do extrato etandlico da
D. bulbifera em células de carcinoma gastrico SGC-7901 e obtiveram 50% de
inibicdo do crescimento do tumor a partir da concentragao de 500 ug mL-'. Dentre as
amostras testadas no presente estudo, somente as amostras F9 e F11
apresentaram valores de Clso superiores, todas as outras amostras apresentaram

valores consideravelmente inferiores aos encontrados no estudo relatado.
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A quantidade necessaria de uma droga controle para atingir niveis
consideraveis de inibicdo do crescimento celular, normalmente é baixa, no entanto,
quando utilizamos extratos de plantas, ou mesmo fragdes, sdo necessarias
concentragdes maiores para atingir os mesmos resultados. Isso se deve ao fato de
que extratos e fragcdes, sdo compostos por diferentes substancias, que por sua vez,
possuem diferentes propriedades biologicas. Dificiimente todas as substancias
presentes em uma fragcao apresentam resultados satisfatérios contra o cancer. Com
isso, surge a necessidade de se isolar e identificar as substancias responsaveis pela
agao antitumoral desempenhada pela planta, para que seja possivel a utilizagao
desses compostos em concentragdes tdo baixas quanto as utilizadas para os

medicamentos convencionais.

5.6 Atividade citotoxica

O extrato n-butandlico, bem como suas fragdes de maior rendimento foram
avaliados quanto a citotoxicidade em células renais das linhagens Vero e LCC-MK2
pelo método MTT. A viabilidade celular das células Vero pode ser visualizada na
Figura 28.

Figura 27 — Viabilidade celular das células Vero (Comparagéo entre as amostras na mesma
concentracao)

150 -
B 1000 pgmL”’

S

£ 5 L 500 yg mL™’

s © 100 § bey .

o & b - 1 e L, I B 250 yg mL’

(] 1

o |

R b . b b b 125 pg mL"™’

S o

i ° 507 [ 62,5 ug mL™"

g 2 I.1 i

- ala

> a a

FX: Extrato n-butandlico

Comparagéo entre as amostras nas mesmas concentragdes. Letras minUsculas iguais na mesma concentragdo de amostras
diferentes indicam auséncia de diferenca estatistica pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.

Fonte: Autoria Prépria.
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Por meio da analise grafica € possivel observar que na concentragdo de 1000
pug mL" houve uma redugdo média de 85% da viabilidade celular, e nenhuma das
amostras diferiram estatisticamente. Na concentragdo de 500 yg mL™', ainda existe
uma reducgao significativa da viabilidade celular, sendo que a amostra F9, diferiu
significativamente de todas as outras, propiciando a maior viabilidade celular nessa
concentracdo, correspondente a 62%. As demais amostras nao diferiram
significativamente entre si, possibilitando uma viabilidade celular média de 20%.

Na concentragdo de 250 yg mL-' a amostra F5 diferiu significativamente de
todas as outras, com a menor Vviabilidade celular nessa concentragao,
correspondente a 22%. Ja a amostra F9, também diferiu de todas as outras, no
entanto, possibilitou uma viabilidade celular consideravelmente maior,
correspondente a 93%. As demais amostras apresentaram uma viabilidade celular
média de 61%.

Na concentragdo de 125 yg mL' o mesmo padrdo se repetiu, sendo que a
amostra F5 possibilitou uma viabilidade celular de 28% e a amostra F9 de 94%. A
média da viabilidade celular das demais amostras foi de 77%.

Na concentragdo de 62,5 uyg mL" as amostras F8 e FX apresentaram menor
toxicidade nao diferindo estatisticamente entre si e diferindo das demais amostras,
com uma média de viabilidade celular de 97%. A média da viabilidade celular das
demais amostras foi de 79%.

Na Figura 29 é apresentado o mesmo grafico de viabilidade celular em células
Vero, entretanto, a comparagao realizada através do teste de Tukey foi aplicado

para diferentes concentragcbées em uma unica amostra.
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Figura 28 — Viabilidade celular das células Vero (Comparagao entre as concentragdes de cada
amostra)

150 -
Bl 1000 pgmL”’

500 pg mL™"
B 250 yg mL!
125 pg mL"™

B 625 ugmL”’

Viabilidade celular
(% do controle)

FX: Extrato n-butandlico

Comparacgéao entre as concentragdes de uma Unica amostra. Letras mindsculas iguais em concentragdes diferentes de uma
mesma amostra indicam auséncia de diferenca estatistica pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.

Fonte: Autoria Prépria.

Em relagcdo a amostra F5, a viabilidade celular na concentragdo de 62,5 ug
mL-" foi a Unica que diferiu estatisticamente das demais concentragdes, mostrando-
se bastante superior, com valor de 75%.

No que se refere a amostra F6, as concentracbes que possibilitaram maior
viabilidade celular, correspondente a 75% foram as de 62,5 e 125 ug mL"', ndo
diferindo estatisticamente entre si. A viabilidade celular na concentracdo de 250 ug
mL-" foi de 58%, diferindo estatisticamente de todas as outras concentragdes. As
concentragdes de 1000 e 500 ug mL-', possibilitaram uma viabilidade celular média
de 18%, nao diferindo entre si e diferindo de todas as outras concentracdes, o
mesmo padrao foi observado para a amostra FX.

Em relagdo a amostra F7, as concentragdes que possibilitaram maior valor de
viabilidade celular, correspondente a 78%, foram as de 62,5 e 125 ug mL", ndo
diferindo entre si.

No que se refere a amostra F8, ndo houve diferenga estatistica entre as
viabilidades celulares obtidas para as concentragdes de 500 e 1000 ug mL™', que
apresentaram valores inferiores a 50%. As outras concentracdes possibilitaram

viabilidades celulares superiores a 50% e diferiram estatisticamente entre si, sendo
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que a concentragdo que permitiu maior viabilidade celular foi a de 62,5 yg mL""
correspondente a 99%.

No que diz respeito a amostra F9, as concentragdes que possibilitaram maior
viabilidade celular foram as de 125 e 250 ug mL", com viabilidade celular média de
93%.

Com base nos resultados, observa-se que para as amostra F6, F7, F8 e FX, a
viabilidade celular é superior a 50% em concentragdes inferiores a 250 ug mL". No
que se refere a amostra F9, a viabilidade celular é superior a 50% em concentragbes
inferiores a 125 yg mL-' e em relagdo a amostra F5 que se mostrou mais toxica para
as células Vero, a viabilidade celular é superior a 50% em concentragdes inferiores a
62,5 ug mL".

Na Figura 30 é apresentado o grafico de viabilidade celular de células LLC-

MKz, frente ao extrato n-butandlico (FX) e suas fragbes.

Figura 29 - Viabilidade celular das células LLC-MKz (Comparagéo entre as amostras na mesma
concentragao)

150 A
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FX: Extrato n-butandlico
Comparagéo entre as amostras nas mesmas concentragdes. Letras minlsculas iguais na mesma concentragdo de amostras
diferentes indicam auséncia de diferenca estatistica pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.

Fonte: Autoria Propria.

Com base nos resultados visualizados no grafico pode-se observar que na
concentragdo de 1000 pg mL"' as amostras F5, F6 e F7 n&o diferiram

estatisticamente entre si, possibilitando uma viabilidade celular média de 21%, ja as



61

amostras F8, F9 e FX diferiram significativamente das demais, mas nao diferiram
entre si, com uma viabilidade celular média de 40%.

Na concentragdo de 500 ug mL" a amostra F5 propiciou uma viabilidade
celular de 15%, diferindo estatisticamente de todas as outras. A amostra
F6, também diferiu de todas as outras amostras, possibilitando uma viabilidade
celular de 54%. As amostras F7, F8, F9 e FX, ndo diferiram estatisticamente entre si,
e possibilitaram uma viabilidade celular média de 78%.

Na concentragdo de 250 pyg mL"' as amostras F6, F7, F8 e F9 nao
apresentaram diferencas estatisticas, com viabilidade celular média de 103%. A
amostra F5 apresentou uma viabilidade celular inferior, correspondente a 54%,
diferindo significativamente de todas as amostras.

Na concentragdo de 125 ug mL' as amostras F6, F7, F8, F9 e FX ndo
apresentaram diferenca estatisticas, possibilitando uma viabilidade celular média de
102%. Ja a amostra F5 propiciou uma viabilidade celular de 80%.

Na concentragédo de 62,5 ug mL-' as amostras F6, F7, F8 e F9 possibilitaram
uma média de viabilidade celular de 107%.

Na Figura 31 o grafico de viabilidade celular em células LLC-MKz2, tem
comparagao realizada por meio do teste de Tukey que foi aplicado para diferentes

concentracdes em uma unica amostra.

Figura 30 - Viabilidade celular das células LLC-MK2 (Comparagao entre as concentragbes de cada
amostra)
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FX: Extrato n-butandlico
Comparacao entre as concentragdes de uma Unica amostra. Letras minidsculas iguais em concentragdes diferentes de uma
mesma amostra indicam auséncia de diferenca estatistica pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.

Fonte: Autoria Prépria.
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Em relacdo a amostra F5, observa-se que nas concentragdes de 500 e 1000
ug mL" a viabilidade celular foi menor, correspondente a 19%. Na concentragédo de
500 ug mL" a viabilidade celular foi de 54% diferindo estatisticamente de todas as
outras. Ja nas concentragdes de 125 e 62,5 ug mL"' a média da viabilidade celular
foi de 91%.

No que se refere a amostra F6 as concentragbes 250, 125 e 62,5 ug mL™! néo
demonstraram diferengas estatisticas, com viabilidade celular média de 109%. Na
concentragdo de 1000 ug mL™" a viabilidade celular foi de 18% e em 500 ug mL" a
viabilidade celular foi de 54%. As demais amostras repetiram o mesmo padréo.

Com base nos resultados obtidos, nota-se que as amostras F6, F7, F8, F9 e
FX possibilitam uma viabilidade celular das células LLC-MK2 superior a 50% em
concentragdes inferiores a 500 ug mL'. J4 a amostra F5 possibilita uma viabilidade
celular superior a 50% em concentragdes inferiores a 125 ug mL-".

Na Tabela 10 sao apresentados os valores de Clso das amostras frente as
células Vero e LLC-MK:z.

Tabela 10 - Clso frente as linhagens celulares renais Vero e LLC-MK:z

Vero Clso (ug mL™") LLC-MK:; Clso (ug mL™")
F5 125,76 + 5,96 278,82 + 14,73
F6 236,90 + 48,96 599,68 + 40,23
F7 274,45 + 37,51 864,86 + 88,22
F8 303,80 + 30,59 930,57 + 11,75
F9 724,48 + 63,87 840,17 + 41,89
FX 267,54 + 47,61 849,44 + 127,72

FX: Extrato n-butandlico
Fonte: Autoria Prépria.

Com base na tabela 10, observa-se que que para as células LLC-MKz os
valores de Clso mostram-se superiores aos valores obtidos para as células Vero,
demonstrando que as amostras testadas exibiram menor toxicidade as células LLC-
MKGa.

Vijayarathna e Sasidharan (2012) testaram a viabilidade celular das células
Vero frente a diferentes concentragdes do extrato metandlico da planta Elaeis
guineenses. A concentragdao de extrato necessaria para inibir o crescimento celular

em 50% (Clso) foi de 22 yg mL-'. O extrato metandlico da planta Elaeis guineenses
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se mostrou mais téxico do que o extrato n-butandlico e suas fragdes testadas no
presente estudo.

Em um estudo realizado com o extrato metanolico da planta Solanum Nigrum,
obteve-se o valor de Clso correspondente a 6862 ug mL-', demonstrando baixissima
toxicidade frente a linhagem celular Vero (PATEL et al., 2009). Nenhuma das
amostras testadas no presente estudo apresentaram uma citotoxicidade tdo baixa
quanto a relatada para a planta Solanum Nigrum.

Eseyin et al. (2021) estudaram a citotoxicidade de diferentes plantas frente as
células LLC-MKz. As plantas Anthocleista djalonensis, Carica papaya, Cleistopholis
patens, Heterotis rotundifolia, Hippocratea africana, Homalim letestui, Ocimum
gratissimum, Starchystarpheta cayennnensis, foram consideradas n&o toxicas, com
valores de Clso superiores a 30 ug mL'. A planta Bombax buonopozense foi
considerada de média toxicidade, com valor de Clso de 22,12 uyg mL™" e a planta
Milicia excelsa foi considerada citotoxica, com valor de Clso de 10,95 ug mL".
Considerando o padrao utilizado pelo artigo, nenhuma das amostras avaliadas no
presente estudo apresentou concentragdo necessaria para inibir 50% do
crescimento celular inferior a 30 yg mL™', podendo ser consideradas de baixa
toxicidade.

Nao foram encontrados na literatura consultada, estudos com a D. bulbifera
frente as linhagens celulares Vero e LLC-MKa.

Na Tabela 11 sao apresentados os indices de seletividade (IS) das amostras

F5, F6, F7, F8 e F9 para a atividade antitumoral em relagao as células Jurkat.

Tabela 11 - indice de Seletividade (IS) para atividade antitumoral em relagdo as células Jurkat e Raji

Jurkat Raji
IS (Vero) IS (LLC-MK?>) IS (Vero) IS (LLC-MK3)
F5 0,78 1,74 130,69 303,06
F6 1,94 4,91 3,03 7,68
F7 2,58 8,14 14,00 44,14
F8 1,15 3,53 53,86 164,99
F9 0,78 0,91 - -

Fonte: Autoria Propria.

O indice de seletividade foi calculado através da razdo entre os valores de
Clso das amostras frente as células renais e os valores de Clso frente as células
tumorais e pode indicar a seletividade de um composto entre uma linhagem tumoral

e uma normal, sugerindo sua potencial utilizagdo como farmaco.
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Quanto maior a seletividade de um composto, maior seu potencial quanto a
utilizacdo como medicamento, pois indica uma potente agdo antitumoral e baixa
citotoxicidade frente as células normais. Normalmente considera-se significativo um
valor de IS maior ou igual a 2, pois indica que a amostra € duas vezes mais ativa em
células tumorais do que em células normais (BASTOS, 2017)

Avaliando os dados apresentados na Tabela 11, observa-se que a amostra F5
se mostrou pouco seletiva em relagdo as duas linhagens renais quando avaliada
quanto ao seu potencial antitumoral frente as células Jurkat. Ja em relagdo as
células Raji, a mesma amostra se mostrou consideravelmente seletiva.

No que se refere a amostra F6, observa-se baixa seletividade frente a
linhagem celular Vero e uma seletividade significativa frente as células LLC-MKz,
quando avaliada quanto ao seu potencial antitumoral frente as células Jurkat. Em
relacdo as células Raji, a amostra demonstrou uma seletividade significativa.

A amostra F7 demostrou seletividade significativa frente a linhagem tumoral
Jurkat e excelente seletividade frente a linhagem celular Raji em relagdo as duas
linhagens celulares renais.

Em relacdo a amostra F8, observa-se baixa seletividade frente a linhagem
celular Vero e seletividade significativa frente as células LLC-MK2, quando avaliada
quanto a seu potencial antitumoral frente as células Jurkat. Em relacdo as células
Raiji, a amostra demonstrou uma seletividade consideravelmente significativa. Ja a
amostra F9, demonstrou baixa seletividade em relacéo as células Jurkat.

No que se refere a linhagem tumoral Jurkat, é possivel afirmar que a amostra
F7 se mostra promissora, apresentando valores de IS superiores a 2 em relacédo as
duas linhagens celulares renais testadas. Ja em relagao as células Raji, as amostra
F5, F6, F7 e F8 se mostram consideravelmente promissoras, com valores de IS
notavelmente elevados.

Itharat et al (2004) estudaram algumas plantas tradicionalmente utilizadas na
medicina tailandesa para o tratamento de cancer, dentre as plantas avaliadas, as
que mais se destacaram foram a Dioscorea birmanica e a Dioscorea membranacea,
cujo extrato aquoso apresentou um alto indice de seletividade, correspondente a
14,2 contra o cancer de mama.

Em um estudo realizado com extratos de D. bulbifera em células de cancer de
mama T47D. Fragdes do extrato cloroférmico se mostraram citotdxicas para as
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células tumorais e ndo apresentaram toxicidade significativa para as células vero,
com indices de seletividade superiores a 10 (NUR; NIGROHO, 2017).

Os valores encontrados nesses estudos se aproximam aos encontrados para
as fracbes F5, F7 e F8 frente as células Jurkat.

Essa avaliagdo € considerada importante, visto que uma substancia é
considerada promissora como farmaco antitumoral se ela apresentar seletividade
sobre as células-alvo, sem lesar expressivamente a célula hospedeira (PENA;
SCARONE; SERRA, 2015).
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6 CONCLUSOES

O processo de fracionamento por técnicas cromatograficas se mostrou eficaz,
uma vez que foi possivel separar fragdes distintas entre si e purifica-las, dando
origem a diferentes substancias, que através da andlise de RMN 'H, foi possivel
propor suas estruturas, como sendo correspondentes aos compostos diobulbinona
A, diobulbinona |, diobulbinona J, diosbulbiol B e um composto aromatico para-
substituido.

As fragbes F5, F7 e F8 apresentaram excelentes resultados contra a linhagem
celular Raji e baixa toxicidade frente as células renais Vero e LLC-MK2. Ja a fragcéo
G1 (F3+F4) apresentou excelente resultado frente a linhagem celular Jurkat.

A subfracdo F8S2-1 (G2) apresentou um resultado bastante promissor frente
a linhagem celular Jurkat, com valor de Clso inferior ao obtido para o medicamento
controle utilizado (DXR). Ja a subfracdo F8S2-2 (G3) apresentou 6timos resultados
frente as linhagens celulares Raji e Jurkat.

Foi possivel verificar a presenga de compostos com potencial acgao
antitumoral principalmente nas fra¢des F3, F4, F5, F7 e F8, se destacando a F8 que
deu origem a duas subfragdes com notaveis resultados contra as células tumorais
testadas e apresentou alto rendimento.

O presente estudo permitiu a confirmacao da acao antitumoral da D. bulbifera
contra as linhagens celulares Raiji e Jurkat e baixa toxicidade frente as células renais
Vero e LLC-MK2. Por conseguinte, altos indices de seletividade foram encontrados,
sugerindo uma futura aplicagdo dos constituintes da planta em farmacos seletivos
que possam ser utilizados no tratamento de leucemias.

Deste modo, sugere-se a continuidade dos estudos, com a finalidade de isolar
as substancias presentes nas fracdes que apresentaram maior agdo antitumoral em
quantidade suficiente para identifica-las e testa-las quanto a atividade antitumoral e

citotoxica in vitro e in vivo.
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