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RESUMO

A investigacdo quimica dos extratos bioativos dos frutos de Campomanesia pubescens (Myrtaceae)
resultou no isolamento de duas chalconas. Os compostos isolados foram identificados pelas analises
espectroscopicas ("H, *C e 2D RMN) e, por comparac¢do com os dados descritos na literatura. A capacidade
antioxidante dos extratos e fra¢des foi determinada utilizando-se os ensaios de capacidade de absor¢do
de oxigénio radical (ORAC-FL) e de DPPH; e os teores de fendlicos solaveis foram medidos utilizando-se
o reagente de Folin-Ciocalteau. Os efeitos antiproliferativos dos extratos e de isolados de chalconas 1 e
2 foram determinados in vitro contra as seguintes células cancerosas humanas U251 (glioma), UACC-
62 (melanoma), MCF-7 (mama), NC1-ADR/RES (ovario resistente), 786,0 (rim), NCI-H460 (pulmio),
PC-3 (préstata), OVCAR-3 (ovario), HT-29 (cdlon) e K562 (leucemia), e contra linhagem celular nao
cancerigena VERO. O extrato hexinico e os compostos isolados de chalconas 1 e 2 demonstraram efeito
antiproliferativo potente contra linhagens de células cancerosas com valores de inibigao de crescimento
total (TGI) menores dos aqueles observados na linhagem celular controle. A atividade mais elevada das
chalconas 1 e 2 foi detectada nas células MCF-7, PC-3 e HT-29.

Palavras-chave. guavira, Campomanesia pubescens, DPPH, antiproliferativa, chalconas.

ABSTRACT

Chemical investigation on the bioactive extracts from fruits of Campomanesia pubescens (Myrtaceae)
resulted in the isolation of two chalcones. The isolated compounds were identified by means of spectroscopic
analysis (‘H, ®C and 2D NMR), and by comparing with the data reported in the specific literature.
Antioxidant capacity of extracts and fractions was determined using the oxygen radical absorbance
capacity (ORAC-FL) and DPPH assays; and the total soluble phenolic contents were measured by using
Folin-Ciocalteau reagent. The anti-proliferative effects of the extracts and of the chalcone isolates 1 and
2 were determined in vitro against human cancer cells lineages U251 (glioma), UACC-62 (melanoma),
MCEF-7 (breast), NC1-ADR/RES (ovarian-resistant), 786.0 (kidney), NCI-H460 (lung), PC-3 (prostate),
OVCAR-3 (ovarian), HT-29 (colon) and K562 (leukemia), and against non-cancerous cell line VERO.
Hexanic extract and chalcone isolated compounds 1 and 2 showed potent antiproliferative effect against
cancer cell lineages with lower total growth inhibition (TGI) values than those found in control cell line.
The highest activity of the chalcones 1 and 2 was observed against the MCF-7, PC-3 and HT-29 cell lines.
Keywords. guavira, Campomanesia pubescens, DPPH, antiproliferative, chalcones.
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INTRODUCAO

O céncer é uma das doengas que afeta milhares
de pessoas em todo o mundo. A Organizagdo Mundial da
Satde estima que em 2020 cerca de 15 milhoes de pessoas
irdo morrer da doenga'. Apesar do elevado nimero, um
grande progresso tem sido feito em relagdo as terapias
para tratar o cancer. O tratamento quimioterdpico
é 0 mais utilizado, mas muitas substincias de fontes
naturais tém sido utilizadas, principalmente aquelas
obtidas de plantas que sdo isoladas, identificadas e/ou
sintetizadas. Como exemplo o diterpeno taxol isolado de
Taxus breviofolia e os alcaldides vincristina e vinblastina
extraidos de Catharanthus roseus’.

O potencial inibitério contra o cancer tem sido
confirmado em varios modelos animais. Apesar de que
uma avaliagdo preliminar pode ser realizada em testes
in vitro utilizando linhagens de células tumorais para
avaliacdo de extratos e de substancias puras isoladas.
Deste modo, a realizagao de ensaios bioldgicos para
verificar algumas possiveis atividades que sdo atribuidas
ou ndo a vdrias espécies vegetais torna-se importante e
essencial ferramenta para dar continuidade a estudos
visando a busca por substancias bioativas®*.

Como parte de nossa pesquisa com plantas estao
asespécies do género Campomanesia (familia Myrtaceae),
como a espécie Campomanesia pubescens. Essas espécies
sao conhecidas como guavira e sdo encontradas em
abundéncia no estado de Mato Grosso do Sul podendo
ser uma fonte de compostos bioativos®.

O género Campomanesia pertencente a
subfamilia Mpyrtoidea apresenta aproximadamente 25
espécies distribuidas por toda a América tropical, sendo
15 nativas do Brasil®”. Sdo amplamente usadas pela
popula¢ao e podem ser consumidas frescas ou usadas para
elaborar sucos, licores e doces. Em alguns lugares utiliza-
se a infusao de suas folhas, casca dos frutos e talos como
remédio para disenteria, problemas de estdomago, febre
entre outros®. Apesar do seu uso medicinal, a literatura
relata poucas investigacdoes quimicas e farmacoldgicas
com plantas deste género.

Dentre os estudos quimicos existentes, o extrato
hexanico dos frutos de C. pubescens foi analisado e
identificado por cromatografia liquida alta eficiéncia
(CLAE) duas chalconas e quatro flavanonas’. Dos
frutos de C. adamantium uma fragdo contendo uma
mistura de uma flavanona e uma chalcona apresentou
atividade contra o bacilo da tuberculose, Mycobacterium
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tuberculosis. A variacao das concentra¢des das substancias
presentes nessa mistura apresentou MIC entre 62,5
a 7,8 pg/mL demonstrando sinergismo entre essas
substancias'’. Flavanonas e chalconas sintéticas e naturais
sdao conhecidas por apresentarem varias atividades
farmacoldgicas entre elas citotdxica, anti-inflamatdria,
antiangiogénica, antipirética, analgésica.'"'%.

No extrato hexanico das folhas, foram
identificados sesquiterpenos e triterpenos. Esse
extrato ndo se mostrou toxico frente a Artemia salina
e apresentou atividade antioxidante'’, o que sugere ter
um potencial para combater radicais livres além de
diversas doencas a eles relacionados''®. Além disso,
o ensaio utilizando A. salina tem sido considerado um
bom método para detec¢do de compostos bioativos em
extratos de plantas e a toxicidade a este microcrustaceo
tem uma boa correlagdio com atividades antitumor e
anti-Trypanosoma cruzi'”'®.

Outros  estudos quimicos empregando
CLAE também em folhas de C. pubescens relataram
a presenca dos flavondides como a miricitrina.
Quercetina, miricitrina e rutina foram encontrados
em C. xanthocarpa; e miricitrina e quercetina
em C. quazumaefolia’®. A miricitrina, substancia
encontrada em espécies deste género, apresenta varias
atividades farmacoldgicas, entre elas antinociceptiva e
antioxidante??!.

Dando continuidade ao estudo da espécie
C. pubescens, este artigo relata o isolamento e a
identificacdo de duas chalconas e a avaliacio da atividade
antiproliferativa frente a linhagens de células tumorais
humanas, atividade antioxidante e quantificagdo dos
teores de fendis totais soltveis dos extratos dos frutos de
C. pubescens, visando contribuir para o conhecimento da
constituigdo quimica dessa espécie.

MATERIAL E METODOS

Coleta da amostra

Os frutos de C. pubescens foram coletados no
municipio de Campo Grande, MS, Brasil, em dezembro
de 2008. A espécie foi identificada e uma exsicata foi
depositada no Herbario Mato Grosso do Sul-HMS,
Campo Grande, MS, Brasil, sob o nimero 5199.

Obtencao dos extratos e isolamento das substancias
Os frutos inteiros e frescos (1,8 kg da amostra
total) foram triturados e extraidos por maceragio
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exaustiva sucessivamente com hexano e acetato de etila a
temperatura ambiente. Os solventes de cada extrato foram
evaporados sob pressdo em rotaevaporador fornecendo
23,53 g de extrato hexanico (EHex) e 40,87 g de extrato
acetato de etila (EAcOEt). O extrato hexanico (22,59
g) foi dissolvido em acetonitrila, aquecido e mantido a
aproximadamente 70 °C por 1 h. Apds o aquecimento
a amostra foi resfriada e mantida em refrigerador a
-4 °C por 24 h. Apos esse periodo o sobrenadante foi
decantado e o residuo foi novamente submetido a esse
processo. Apds esse procedimento obteve-se 5,67 g da
fragdo soluvel, denominada de fase acetonitrila (FACN),
e 16,87 g de residuo, denominada de fase hexéanica
(FHex). A fase acetonitrila (3,20 g) foi submetida a coluna
cromatografica de silica gel 70-230 mesh, utilizando
hexano-AcOEt em gradiente de polaridade crescente,
fornecendo 29 fragdes por cromatografia em coluna. A
fracao 8 (253,53 mg) foi novamente submetida a uma
coluna em gel de silica (230-400 mesh) nos mesmos
solventes utilizados acima em gradiente de polaridade
crescente e forneceu o composto 1 (63,57 mg). A fragdo
10 (234,98 mg) forneceu o composto 2 (6,66 mg) apds
ser fracionada em gel de silica (230-400 mesh), porém
utilizando hexano-acetona em gradiente de polaridade
crescente.

Instrumentacio e procedimentos experimentais gerais
Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear
foram registrados em um espectrometro Brucker DPX-300
(*H: 300 MHz e *C: 75 MHz) utilizando-se como solventes
CDCI, e Acetona-d, e TMS como referéncia interna.

Na cromatografia de adsor¢do em coluna (CC) foi
utilizado gel de silica 60 (63-200 pm, 70-230 mesh e 40-63
um, 230-400 mesh, Merck). Para CCD foram utilizadas
cromatoplacas de aluminio recobertas por filme de 200
um de silica gel, com indicador de fluorescéncia na faixa
de 245 nm. As placas foram reveladas sob luz ultravioleta
(254 e 365 nm) e por aspersio de solugdo acida de
vanilina seguida de aquecimento. Os eluentes utilizados
nas colunas cromatograficas foram hexano (Dinamica),
acetato de etila (Chenco) e acetona (Din4dmica).

Teor de compostos fendlicos

O teor total de compostos fendlicos soltveis foi
determinado utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau.
Foram preparadas solugdes com concentragao de 800 pg/
mL de cada extrato e particdo. Aliquotas dessas solugoes
(100 uL) foram adicionadas a 2 mL de Na,CO,. Apds 2

minutos, 100 pL do reagente de Folin-Ciocalteaua 50 %
foi adicionado a mistura. Apds 30 minutos a absorbancia
foilida em espectrofotometro a 750 nm. Com os dados do
acido galico foi obtido uma curva analitica. O conteudo
de fendis totais foi expresso em equivalentes de dcido
galico (EAG) por mL de solugdo. Todas as analises foram
realizadas em triplicata.

Atividade antioxidante

Os testes de atividade antioxidante e da
quantificagdo de fendis soluveis totais foram realizados
em espectrofotdmetro Hitachi, modelo U-1100.

O ensaio com o radical livre estdvel 2,2-difenil-
1-picril-hidrazila (DPPH) foi realizado pela adi¢ao de
1,0 mL de cada extrato, em diferentes concentragdes
(40 pug/mL a 400 pg/mL), a 2,0 mL de uma solugao a
0,004 % de DPPH em metanol. Apds incubagao a 25 °C
por 30 minutos, a absorbancia de cada amostra foi lida
no comprimento de onda de 517 nm. Todas as analises
foram feitas em triplicata. A porcentagem de inibigao (%
I) foi calculada pela férmula: % I= (A, - (A, - A_,,.)/
A_,,)x100. Onde A, ¢é a absorbancia mdxima do
DPPH, A, éa absorbancia da amostra ap6s 30 minutos de
reagdo e A, € a absorbancia da amostra em metanol. Os
resultados foram expressos em CI, que ¢ a concentragio
capaz de reagir com 50 % do DPPH presente.

Naavaliagdo da atividade antioxidante empregou-
se também o ensaio cinético ORAC-FL (Oxygen Radical
Absorbance Capacity) utilizando a metodologia como
descrita por Salvador®. Estes ensaios foram realizados
em triplicata e expressos como uM de Trolox equivalente
por grama de extrato em base seca.

Avaliagao da atividade antiproliferativa

Para a realizagdo dos ensaios foram empregadas
oito linhagens de células tumorais e um controle. A
avaliacdo in vitro da atividade antiproliferativa foi
realizada segundo metodologia descrita por Monks®,
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
periodo, uma placa controle foi fixada através da adigdo
dedcido tricloroacético para determinagdo da quantidade
de células no momento da adigdo das drogas-teste. Os
extratos e as substincias isoladas foram avaliados em
concentragdes que variaram de 0,0625 a 250 pg/mL e
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incubados por 48 h. Decorrido o periodo de incubagio,
as placas foram coradas pela adi¢do de 50 pL 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 solugdo de Trizma Base
na concentragio de 10 pM e pH 10,5 por 5 min em
ultrassom. A leitura espectrofotométrica da absorbancia
foi realizada em 560 nm em um leitor de microplacas.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente determinou-se os teores de
fenois totais soluveis dos extratos hexdnico e acetato
de etila, seguida da avaliacdo in vitro da atividade
antiproliferativa e antioxidante. Apds isso, procedeu-
se o fracionamento cromatografico da fase acetonitrila
(FACN), proveniente do extrato hexanico dos frutos que
levou ao isolamento das chalconas 2’4’-diidroxi-3’5’-
dimetil-6’-metoxichalcona. (1) e 2’4’-diidroxi-5-metil-
6’-metoxichalcona (2). Suas estruturas sio mostradas na
Figura 1. Ambas foram identificadas com base nos dados
espectrais de RMN 'H, *C e RMN 2D e compara¢ao com
os dados da literatura®.

OH O

Figura 1. Substancias (1 e 2) isoladas do extratos dos frutos de C.
pubescens

Em estudos realizados anteriormente somente a
substincia foi identificada no extrato hexanico dos frutos
de C. pubescens empregando CLAE-DAD e padroes’.

A atividade antioxidante dos extratos e particdes
foi realizada por dois métodos: DPPH (radical livre
estavel  2,2-difenil-1-picril-hidrazila) e ORAC-FL
(Oxygen Radical Absorbance Capacity)”. Os resultados
sdo reportados na Tabela 1. O extrato acetato de etila
(EAcOEt) mostrou ser o mais ativo dentre os analisados
e a FACN apresentou a segunda maior atividade.
Quando comparados os teores de compostos fenolicos
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para essas amostras (Tabela 1) na concentra¢ao de
1000 pg/mL, verificou-se que o EAcOEt apresentou um
teor de fendis inferior a FACN, 77,74 e 96,24 pg EAG/
mL, respectivamente. O extrato hexanico (EHex) e a
fase hexanica (FHex) foram os menos ativos diante
ao ensaio com DPPH. Apesar de apresentar um teor
de fendis (85,09 ug EAG/mL) superior ao EAcOEt, o
EHex apresentou baixa atividade. Isso pode ser devido a
maiores quantidades de flavanonas e chalconas que estdo
presentes no EHex e que ndo apresentam as caracteristicas
quimicas necessarias para a atividade antioxidante
utilizando o método do DPPH, mas que apresentam um
teor de fenois superior ao EAcOEt.

As substancias 1 e 2 tiveram suas CI_ determinadas
frente ao DPPH iguais a 205 + 1,2 e 141 + 43 uM,
respectivamente, valores superiores ao acido gélico, que foi
utilizado como padrio e apresentou CI, de 25 + 0,1 pM*.
Esses resultados mostram que a substancia 1, majoritaria em
todas as amostras, apresenta atividade cerca de oito vezes
menor que o acido gélico, justificando a afirmagao de que é
pouco ativa frente ao DPPH quando comparado ao padrao.

Entretanto no ensaio cinético ORAC-FL,
baseado em mecanismos de transferéncia de hidrogénio,
ambos o0s extratos apresentaram  consideravel
capacidade antioxidante, da ordem de 1200 puM de
Trolox equivalente por grama de extrato em base seca
(Tabela 1). Essas diferencas de valores observadas
nos resultados podem ser explicadas baseadas nos
diferentes mecanismos envolvidos nos dois métodos
de determina¢do da capacidade antioxidante®. Assim,
torna-se importante empregar mais de um ensaio na
avaliagdo da capacidade antioxidante de amostras
complexas como os extratos vegetais, buscando-se fazer
uso de ensaios diretos e indiretos.

A atividade antiproliferativa dos extratos de C.
pubescens e das substancias 1 e 2 isoladas foram avaliadas
na inibicdo da proliferacio de células em linhagens
de células humanas UACC-62 (melanoma); MCF-7
(mama); NCI-ADR/RES (ovario resistente a multiplos
farmacos); 786-0 (rim); NCI-H460 (pulmao, tipo ndo
pequenas células); PC-3 (prostata); OVCAR-3 (ovério);
HT-29 (c6lon) em comparagao com célula normal VERO
(célula epitelial de rim de macaco verde).

Os resultados da atividade antiproliferativa
indicam que os extratos dos frutos de C. pubecens
acumulam substancias com efeito citocida para
linhagens de células tumorais humanas (Tabela 2).
A linhagem de célula normal VERO (célula epitelial
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Tabela 1. Atividade antioxidante e total de fenois dos extratos e parti¢oes dos frutos de C. pubescens

Test Amostras
este
EHex FHex FACN EAcOEt
DPPH! >400,0 >400,0 290,9 140,85
ORAC-FL? 1210,33 - 1288,18
Fendis® 85,09 57,61 96,24 77,74

! Atividade antioxidante expressa em CI50. 2 Dados apresentados como média do ensaio em triplicata, os resultados estdo expressos como pmol
de Trolox equivalente por grama de extrato em base seca.’ Em pg EAG/mL, medida em uma solu¢do a 800 pg/mL. EHex: extrato hexanico.
FHex: fase hexanica. FACN: Fase acetonitrila. EAcCOEL: extrato acetato de etila. -: experimento néo realizado

de rim de macaco verde, linhagem de célula controle),
os extratos EHex e EAcOEt e dos frutos de C. pubecens
mostraram baixa citotoxicidade, uma vez que ambos
apresentaram valor de TGI (concentragdo necessaria
para inibi¢do de 100 % do crescimento celular) > 250,00
pg/mL. Entretanto frente as linhagens de células tumorais
UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama) e NCI-ADR/
RES (ovario resistente a multiplos farmacos) o EHex
apresentou-se ativo com valores de TGI 103,50 pg/mL
e para a linhagem HT-29 (c6lon) o TGI foi de 207,17
pg/mL (Tabela 2). O EAcOEt ndao mostrou atividade
antiproliferativa até a concentragido de 250,00 pg/mL.
Possivelmente a diferenca de valores observadas entre os
diferentes extratos se deve a presenca das chalconas no
extrato hexanico. Chalconas sdo polifendis e participam
como intermedidrios na biossintese dos flavonoides”.
A literatura relata iniimeros estudos e investigacdes
usando diferentes modelos celular e animal que sugerem
que chalconas podem inibir a iniciagdo de alguns
tumores, assim como sua progressao®.

Sendo assim, as substancias isoladas 1 e 2 foram
testadas frente as linhagens de células tumorais humanas
€ apesar de apresentarem, respectivamente, TGI de 9,48
e 13,27 ug/mL frente a célula controle VERO, mostraram
resultados promissores frente as linhagens tumorais de

melanoma, mama, prostata e colon, com valores de TGI
que variaram de4,99a12,94 ug/mL, portanto com valores
de TGI inferiores ao citotdxico para a célula normal
controle (Tabela 2). Merece destaque o TGI da atividade
antiproliferativa da chalcona 1 frente a linhagem tumoral
de ovario resistente a multiplos fairmacos NCI-ADR/RES
= 3,03 pg/mL, valor este proximo a 1/3 da concentragao
citotoxica dessa substancia frente a linhagem controle
(9,48 pug/mL).

Simirgiotis et al*® relata que a presenga de um grupo
4-OH e uma ligagao dupla-insaturada sdo caracteristicas
essenciais para a citotoxidade de chalconas. Chalconas
O-metiladas apresentaram atividade contra linhagens de
células tumorais humanas KB, KB-VCR e A-549. Outra
investigagdo mostrou que muitas chalconas com metoxilas
no anel A exibiram atividade por inibi¢ido da polimerizagdo
da tubulina contra uma variedade de células tumorais com
baixas concentragdes (CL < 50 uM)*.

Os compostos 1 e 2 possuem nas posi¢des 2" e
4" um grupo hidroxila e na posi¢gdo 6" um grupamento
metoxila. Uma caracteristica incomum a essa classe de
compostos ¢é a presen¢a de um grupamento metila nas
posicoes 3’ e 5, respectivamente. Comparando-se a
atividade antiproliferativa das chalconas 1 e 2 entre si,
observa-se que na relagdo estrutura-atividade a inser¢do

Tabela 2. Valores de TGI em pg/mL, para os extratos hexénico e em acetato de etila dos frutos de C. pubescens necessarios para inibir a

proliferacdo celular*

NCI-ADR/ NCI-
Amostras UACC-62 MCEF-7 RES 786-0 H460 PC-3 OVCAR-3 HT-29 VERO
Extrato hexanico 95,32 65,56 103,50 >250 >250 >250 >250 207,17 >250
Ac. de etila >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
Substéncia 1 7,13 6,78 3,03 10,99 7,79 5,37 11,11 4,99 9,48
Substancia 2 10,62 8,10 14,59 13,36 14,66 9,20 12,94 8,63 13,27

*TGI: Total Growth Inhibition - concentragdo que promove a inibi¢do 100 % do crescimento celular. Os valores foram determinados por analise
de regressdo nao linear (sigmoidal), utilizando o programa Origin 7.5 (r* > 0,9).

Células tumorais: UACC-62 (melanoma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovario resistente a maltiplos firmacos); 786-0 (rim); NCI-H460 (pulmao,
tipo ndo pequenas células); PC-3 (prostata); OVCAR-3 (ovario); HT-29 (colon); Célula normal: VERO (célula epitelial de rim de macaco verde)
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de um grupamento metila na posi¢do 3’ da chalcona 1
potencializa consideravelmente sua atividade citotéxica
frente as células tumorais, estando estes dados coerentes
com relatos da literatura®.

Estudos realizados por Ye et al*” com o composto
1 isolado de Cleistocalyx operculatus demonstraram
que essa chalcona foi citotoxica para células K562 de
humanos leucémicas com CI, igual a 14,2 uM™. De
acordo com o autor o mecanismo antitumor de como
as chalconas atuam ainda nio é totalmente esclarecido,
embora estudos sugiram que esses compostos possam
induzir apoptose em células cancerigenas. As chalconas
buiteina e isoliquiritigenina induziram apoptose em
células de melanoma in vitro e a chalcona phloretina
induziu apoptose em células de melanoma e células de
humano leucémicas?.

Em conclusio, nosso estudo avaliou os teores de
fenois totais atividades antioxidante, por dois métodos
diferentes, e antiproliferativa dos extratos de C. pubescens.
Duas chalconas foram isoladas, identificadas e avaliadas
quanto as atividades citadas anteriormente. Chalconas
sao compostos caracterizados por diversas propriedades
bioquimicas, atuando como atividade citotoxica,
anticancerigena, mutagénica e quimiopreventiva, além
de antiviral, antimicrobiana, apesar de que o papel
que ela desempenha, o mais conhecido, esta associado
a propriedades de captura de radicais livres??'?2
Entretanto, as chalconas por nds avaliadas apresentaram
baixa atividade antioxidante. De acordo com Zakaria et
al*> sugerem que as propriedades antioxidante exibida
por substancias fenolicas e extratos que contenham esses
compostos estdo direta ou indiretamente relacionadas
com a atividade antiproliferativa®, mas isso ainda ndo
esta totalmente esclarecido. Estudos futuros serdo
necessarios para elucidar o mecanismo de atuagdo das
chalconas 1 e 2.
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