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RESUMO: As cascas de Virola sebifera (Myristicaceae) sao utilizadas por populagdes indigenas
amazoOnicas em preparagdes alucindgenas, nas quais foram encontrados alcaldéides como a
dimetiltriptamina e seus derivados. Considerando a enorme importancia dos alcaldides isolados
de plantas na terapéutica do céncer e a presenga desses compostos em espécies de Virola, o
presente trabalho teve por objetivo o estudo da atividade antiproliferativa em cultura de células
tumorais humanas de extratos e da fracdo orgénica, obtidos das folhas de Virola sebifera. O extrato
bruto diclorometanico (EBD) foi considerado o mais ativo, com seletividade principalmente para
a linhagem de pulméo (NCI-460) - IC, : 4,46 ng/mL e para a fracdo organica (FO) obtida por
extragdo acido-base - IC,; 6,91 pg/mL. A atividade observada possivelmente pode ser atribuida a
alcal6ides ou compostos nitrogenados que foram evidenciados pelo corante Dragendorff. Assim,
a purificacdo da FO sera necessaria a fim de comprovar a presenga de compostos nitrogenados,
através de isolamento e determinacdo estrutural, bem como a participagdo desses compostos na
atividade antiproliferativa observada.

Unitermos: Virola sebifera, Myristicaceae, atividade antiproliferativa, células tumorais,

alcaloides.

ABSTRACT: “Antiproliferative activity of extracts and fractions from Virola sebifera
Aubl. leaves (Myristicaceae)”. Barks of Virola sebifera (Myristicaceae) used by Amazonian
Indian communities in hallucinogenic snuff preparations have yielded dimethyltryptamine and
derivatives. Considering the importance of the alkaloids isolated from plants for the development
of chemotherapy, and the presence of these compounds in several Virola species, the scope of this
work was to evaluate the antiproliferative activity of the extracts and the organic fraction from
Virola sebifera leaves. The crude dichloromethane extract was the most active with selectivity for
lung line (NCI-460) - IC,: 4.46 pg/mL, as well as the organic fraction (OF) - IC, : 6.91 ng/mL.
The observed activity could probably be attributed to alkaloids or nitrogen compounds that were
evidenced by the Dragendorff reagent. However, the future purification of OF will be necessary
to prove the presence of alkaloids and their role in the antiproliferative activity in human cells as
well as isolating and identifying these compounds.
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INTRODUCAO al., 1999; Rezende; Kato, 2002).
As cascas de Virola sebifera tém uso popular
como antiulcerogénico, ¢ na Venezuela sdo utilizadas

no tratamento do reumatismo (Martinez et al., 1999).

A espécie Virola sebifera (Myristicaceae)
ocorre frequentemente nos Cerrados da América Central

e do Sul. Diversos grupos de substancias como acidos
graxos, alcaloides, flavonoides, lignoides, policetideos,
taninos e terpenos foram isolados e identificados
principalmente das sementes, folhas e cascas de espécies
de Virola (Barata et al., 2000; Blumenthal et al., 1997,
Corothie; Nakano, 1969; Lopes et al., 1983; Martinez et
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Populagdes indigenas de regides amazonicas fazem uso
das cascas de varias espécies de Virola em preparagdes
consumidas em rituais religiosos. O efeito alucinégeno
atribuido a essas preparacdes é conseqiiéncia da presenga
de alcaldides inddlicos triptaminérgicos (Agurrel et
al., 1969; Lai et al., 1973; Lopes et al., 1982). Foram
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identificados nas cascas da Virola sebifera alguns
alcaloides como a N,N-dimetiltriptamina e derivados,
além de [-carbolinas (Corothie; Nakano, 1969;
Kawanishi; Hashimoto, 1987).

Drogas utilizadas na quimioterapia como a
vincristina e a vinblastina, isoladas da Catharantus
roseus (Fellows, 1995; Cragg; Newman, 1999;
Carvalhaes et al., 2002) sdo exemplos de alcaldides
de origem vegetal. Atualmente, a quimica de produtos
naturais constitui uma da principais linhas de pesquisa
na busca de novos agentes anticancerigenos (Moura et
al., 2001, 2002; Silva et al., 2003). Sessenta por cento
dos medicamentos antitumorais aprovados nos Estados
Unidos, entre 1983 ¢ 1994, tinham origem natural, e
entre estes, muitos constituem compostos secundarios
do metabolismo de plantas superiores (Graham et al.,
2000).

Descobertas importantes como essas, ainda
continuam inspirando muitos cientistas e empresas
farmacéuticas na pesquisa de prototipos para o
desenvolvimento de novos medicamentos a partir de
substancias naturais (Pinto et al., 2002; Koehn; Carter,
2005; Barbosa-Filho et al., 2005; Amaral et al., 2006;
Barbosa-Filho et al., 2006a,b,c; Barbosa-Filho et al.,
2007; Saude-Guimarées; Faria, 2007).

Dessa forma, considerando a importancia dos
alcaloides isolados de plantas utilizados na terapéutica
do cancer e a presenga desses compostos em espécies
de Virola, o presente trabalho tem por objetivo o estudo
da atividade antiproliferativa em cultura de células
tumorais humanas de extratos e da fragdo orgéanica,
obtidos das folhas de Virola sebifera.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

As folhas de Virola sebifera Aubl. foram
coletadas na reserva de cerrado Fazenda Campininha
situada no Municipio de Mogi-Guagu, entre os meses de
janeiro e dezembro de 2004. O material foi identificado
e sua excicata (Amaral & Bittrich #97/258) depositada
no Herbario do Instituto de Biologia - Unicamp pelos
professores Dra Maria do Carmo do Amaral e Dr. Volker
Bittrich (IB-UNICAMP).

Preparo dos extratos

EBD e EBE-A: Cem gramas de folhas foram
secas em estufa (Fabbe, modelo 170) com ventilagdo a
45 °C ¢ moidas em um triturador de facas (Metalurgica
Roma>, modelo MR-30). O material obtido (38 g) foi
submetido a maceragdo dindmica por um periodo de
6 horas, com 300 mL de diclorometano (Dinamica®),
seguido de filtracdo em papel de filtro. O processo foi
repetido mais duas vezes e os filtrados foram reunidos,
evaporados e liofilizados (EBD - 2,31g). O residuo

vegetal foi entdo extraido com etanol (Dindmica®),
seguindo o mesmo procedimento, resultando no extrato
EBE-A (2,92 g).

EBE-B: Mil gramas (1000 g) de folhas (frescas
e moidas) foram submetidas a maceragdo dindmica
por um periodo de 6 horas, com 2000 mL de etanol
(Dinamica®) por 3 vezes consecutivas. Apds os trés
periodos de extragdo realizou-se uma filtragio em
papel ¢ o filtrado foi submetido a evaporagdo a vacuo,
sob temperatura de 40 °C, resultando no extrato bruto
etanolico B (EBE-B - 40 g).

Extracao acido-base (Kawanishi et al., 1985)

O extrato bruto etandlico B (EBE-B - 40 g)
foi ressuspendido em acido acetico (Dindmica®) 5%
(HOAc: H,O destilada, 5:95) e filtrado. O filtrado foi
basificado (pH = 9,0) com carbonato de sédio (Na,CO,
- Merck®) e extraido 3 vezes consecutivas com
cloroféormio (CHCI, - Dinadmica®). A fase organica
(CHCI,) foi evaporada a vécuo, sob temperatura de 40
°C e liofilizada, resultando na fragdo orgénica (FO - 0,66

g).
Cromatografia em camada delgada (CCD)

As cromatografias em camada delgada (CCD)
foram efetuadas em cromatofolhas de aluminio (Merck
artigo 1.0554) de dimensdes 20 x 20 cm com silicagel 60
F,,,- A deteccdo dos compostos foi feita por pulverizagio
com revelador anisaldeido (solug¢do de acido acético:
acido sulftrico: anisaldeido (50:1:0,5) seguido de
aquecimento em estufa.

O revelador Dragendorff foi utilizado para
evidenciar possiveis compostos nitrogenados e preparado
a partir da seguinte formula: nitrato de bismuto 1,7
g ¢ acido tartarico 20 g em agua 80 mL (solugdo A);
iodeto de potassio 16 g em 40 mL de agua (solugdo B);
misturou-se partes iguais das solugdes A ¢ B (solugdo
estoque); o spray foi preparado dissolvendo-se 10 g de
acido tartarico em agua (50 mL) e adicionando-se 10
mL da solucdo estoque.

Avaliacao da presenca de alcaloides

Os ensaios fitoquimicos qualitativos, para
avaliacdo da presenca de alcaldides seguiram a
metodologia descrita por Costa (1994). Dissolveu-se 1
g da planta fresca triturada, em 10 mL de H,SO, 1%;
aqueceu-se a mistura em banho-maria por 2 minutos,
em seguida filtrou-se a solugdo, da qual pequenas
aliquotas foram utilizadas para determinar a presenca
de alcaloides, em funcdo dos reagentes empregados. O
aparecimento de precipitado vermelho-alaranjado no
teste de Dragendorff e o aparecimento de precipitado
esbranquigado no teste de Mayer foram considerados
resultados positivos para a presenga de alcaloides.
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Células

Para a realizacdo dos experimentos foram
utilizadas as seguintes linhagens celulares nas suas
respectivas densidades de inoculac¢do: pulmao (NCI-460:
4,0 x 10*), mama (MCF-7: 6,0 x 10*), mama resistente
(NCI-ADR: 5,0 x 10%), melanoma (UACC-62: 4,0 x
10%), ovario (OVCARO3: 6,5 x 10*) e prostata (PCO03:
4,5 x 10%). As células foram cultivadas em meio de
cultura RPMI 1640 (Gibco®), com 5% de soro fetal
bovino inativado (SFB - Gibco®) a 37 °C em atmosfera
umida com 5% de CO,.
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Atividade antiproliferativa (Skehan et al., 1990)

Foram inoculados 100 puL de células em
RPMI 1640/SFB 10%/gentamicina 50 pg/mL, nas suas
respectivas densidades de inoculagdo, em placas de
96 compartimentos e incubadas a 37 °C em atmosfera
tmida com 5% de CO,. Ap6s 24 horas, as amostras
foram adicionadas em concentragdes crescentes de 0,25
a 250 pg/mL. Apods 48 horas as células foram fixadas
com 50 pL de acido tricloroacético a 50% a 4 °C ¢
incubadas por 1 hora a 4 °C. Em seguida as placas foram
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Figura 1. Atividade dos extratos, EBD (A) e EBE-A (B) e da fracdo organica, FO (C) sobre as linhagens celulares tumorais

humanas ap6s 48 h de exposi¢ao.
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Tabela 1. Eficicia dos extratos e da fracdo organica obtidos das folhas de Virola sebifera e do controle positivo doxorubicina contra

células tumorais humanas.

ICso (ng/mL)*

Linhagens celulares

EBD EBE-A FO Doxorubicina
UACC-62 59,25 50,37 138,00 3,24
MCEF-7 38,15 ND 26,80 1,90
NCI-460 4,46 68,00 6,91 52,70
OVCARO03 31,17 140,00 27,00 0,44
PCO03 41,03 138,00 32,50 1,90
NCI-ADR 20,70 ND 11,46 3,37

* Valores de IC,, (concentragdo necessaria para inibir 50% do crescimento celular) foram determinados através de andlise de
regressdo ndo linear; ND, quando os valores ndo puderam ser determinados; doses testadas: 0,25; 2,50; 25,00 e 250,00 pg/mL. O

quimioterapico doxorubicina foi utilizado como controle positivo.

lavadas com agua destilada e mantidas em temperatura
ambiente até a secagem. A coloragdo foi entdo realizada
pela adicdo de 50 pL de sulforrodamina B a 0,4 %
dissolvido em acido acético a 1%, durante um periodo de
30 minutos. As placas foram incubadas a 4 °C, lavadas
4 vezes com acido acético a 1% e secas novamente em
temperatura ambiente. O corante foi solubilizado com
solug¢do de Trizma base” (10 uM, pH 10,5) e a leitura
espectrofotométrica realizada em 540 nm em um leitor
de microplacas.

Analise dos resultados

Foram calculadas as médias das absorbancias
descontadas de seus respectivos brancos e através
da formula abaixo, foi determinada a inibi¢do de
crescimento (IG). Os resultados obtidos foram
analisados, considerando-se:

Se T > C, existiu estimula¢do do crescimento
celular. Se T > = T0, mas < C, existiu uma atividade
citostatica e a formula utilizada sera 100 x [(T-T0)/
(C-T0)]. Se T < TO, existiu atividade citocida e a
formula utilizada sera 100 x [(T-T0)/T0)]. T = média
da célula tratada, C = controle de célula e TO = controle
das células no dia de adigdo das amostras. Também ¢
possivel subtrair o resultado obtido de 100%, obtendo-
se a porcentagem de inibi¢do de crescimento (IC). As
amostras foram consideradas ativas quando apresentaram
inibi¢do de crescimento maior que 50% e ainda de forma
dose dependente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das folhas secas de Virola (38 g),
obteve-se um rendimento de 2,31 g (6,07%) do extrato
bruto diclorometanico (EBD) e de 2,92 g (7,68%) do
extrato bruto etandlico (EBE-A), apods evaporacdo e
liofilizagdo. Quarenta gramas (4%) do extrato bruto

etandlico (EBE-B) obtidos a partir das folhas frescas
(1000 g), foram submetidos a uma extrag@o acido-base
resultando em 0,66 g de fra¢do organica liofilizada, FO
(1,65%).

Na avaliagdo quanto a presenga de alcaldides
a amostra da planta seca demonstrou positividade para
os testes qualitativos, ocorrendo o aparecimento de
precipitado vermelho-alaranjado para o reagente de
Dragendorff, e de precipitado esbranquigado para o de
Mayer. O reagente de Dragendorff constitui uma solugéo
de K(Bil,) em 4cido diluido e forma precipitados laranja
avermelhados quando em contato com alcaldides e
compostos nitrogenados. Como trata-se de uma reagdo
ndo especifica para alcaldides, resultados falso-positivos
sdo comuns, devendo o material ser submetido a uma
extragdo acido-base para a confirmagdo da presenca e
extragdo dos alcaloides (Santos, 2003). Dessa forma,
apods a extragdo com etanol, seguida de extragdo acido-
base, a fra¢do orgédnica FO resultante foi submetida
a cromatografia de camada delgada e revelada com
reagente de Dragendorff, apresentando manchas
alaranjadas (Rfs: 0,45 e 0,56). O EBD quando revelado
com 0 mesmo reagente também apresentou manchas
alaranjadas que ndo estavam presentes por sua vez, nas
amostras do EBE-A.

A Figura 1 apresenta as curvas concentragao-
resposta do EBD, do EBE-A e da FO sobre linhagens
celulares tumorais humanas, relacionando a porcentagem
de crescimento da célula e a concentracdo da amostra
teste utilizada. A curva A demonstrou que o extrato EBD
possui atividade antiproliferativa (Tabela 1 - IC,: 4,46
pg/mL a 59,25 ug/mL), concentracdo dependente, efeito
citostatico e citocida sobre todas as linhagens celulares,
com seletividade para linhagem de pulméo (Tabela 1 -
NCI-460-IC, : 4,46 pg/mL). A curva B demonstrou que
o extrato EBE-A apresentou atividade antiproliferativa
(valores altos de IC.: 50,00 pg/mL a 140,00 pg/
mL - Tabela 1) apenas na maior concentragdo, com
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efeito citostatico sobre todas as linhagens. A curva C
demonstrou que a FO possui atividade antiproliferativa
(Tabela 1 - IC,: 6,91 pg/mL a 138,00 pg/mL),
concentragdo dependente, efeito citostatico e citocida
também sobre todas as linhagens celulares, também
com seletividade para a linhagem de pulméo (Tabela 1 -
NCI-460, IC_: 6,91 ng/mL). A metodologia de preparo
dos extratos EBD e EBE-A proporcionou uma primeira
separagdo dos componentes da mistura obtida das folhas
de Virola sebifera, uma vez que foi observada atividade
antiproliferativa, isto ¢, inibicdo de crescimento maior
que 50% e de forma dose dependente apenas para
o extrato bruto diclorometanico (EBD). A atividade
antiproliferativa do EBD foi bastante semelhante a
da fragdo organica (FO), principalmente quanto a
seletividade para a linhagem de pulmdo (NCI-460).
Tanto EBD quanto FO apresentaram indicativos
positivos para a presenga de compostos nitrogenados
quando as cromatoplacas foram reveladas com o
reagente de Dragendorff, o que sugere que a atividade
observada pode estar relacionada com a presenca dessa
classe de compostos. Entretanto a revelagdo com a
solug¢do de Anisaldeido, indicou que essas substancias
ndo eram os Unicos compostos majoritarios dentro da
mistura (EBD ou da FO). Os resultados do presente
trabalho indicam para a investigacdo futura da possivel
presenca de alcaldides, o isolamento e identificacdo dos
mesmos, assim como a participagdo desses compostos
na atividade antiproliferativa em cultura de células
tumorais humanas, principalmente quanto a seletividade
para a linhagem de pulmao (NCI-460).
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