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Resumo:

As plantas da familia Melastomataceae biossintetizam um diversificado
niamero de metabdlitos com reconhecida atividade antitumoral, porém
existem espécies que nunca foram estudadas do ponto de vista quimico e
farmacoldgico, como é o caso da Leandra aurea. Portanto, nesse trabalho
realizou-se o estudo fitoquimico das fracbes hexéanica (FH) e cloroformica
(FC) das flores de L. aurea e determinou-se capacidade antiproliferativa
dessas fracfes e do extrato bruto frente as linhagens tumorais mama (MCF-
7), glioma (U251) e pulméo, tipo ndo pequenas células (NCI-H460). Da FH
foram isolados a flavanona mateucinol e os triterpenos acido 3-epi-ursélico e
acido pomdlico, os quais foram identificados com base dos seus dados
espectroscopicos de RMN de *H e *C. O extrato bruto (EB) e suas fracdes
apresentaram potencial antiproliferativo para as linhagens avaliadas, com
destaque para EB, que exibiu potente atividade antiproliferativa (Glsp) frente
as linhagens glioma (5,3 pg mL™?) e mama (5,9 pg mL™). A fracdo FH foi
moderadamente ativa as linhagens de mama (12,8 pg mL™) e glioma (26,4
ug mL™), e a FC foi ativa apenas para as células de mama (23,2 ug mL™).

Introducgao

As espécies da familia Melastomataceae séao ricas em metabolitos
secundarios das classes dos triterpenos de esqueletos ursano e oleanano,
dos flavonoides, dos esteroides e de compostos fendlicos. Embora varios
estudos reportem uma diversidade de compostos isolados, apenas algumas
espécies dessa familia foram extensivamente estudadas. O género Leandra,
por exemplo, possui 200 espécies catalogadas e apenas 3 espécies (L.
lacunosa, L. chaetodon e L. dasytricha) foram estudadas quimicamente.
Desses poucos estudos foram isoladas substancias com promissora
atividade farmacologica, como por exemplo, o acido ursolico e os
flavonoides canferol, quercetina e luteolina. Portanto, esse trabalho teve
como objetivo realizar pela primeira vez o estudo fitoquimico das fracdes
apolares das flores da espécie Leandra aurea e avaliar o potencial
antiproliferativo do extrato bruto e dessas fracOes frente a trés células
tumorais humanas.

Materiais e métodos
A espécie Leandra aurea foi coletada em setembro de 2017 no Parque
Estadual do Guartela (Tibagi-PR). As flores, previamente secas e moidas
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(150 g), foram submetidas a maceracdo exaustiva com metanol (9 vezes)
para a obtencdo do extrato bruto (EB- 41,85 g). Parte do EB (37,30 g) foi
solubilizado em MeOH:H,0 (1:1) e particionado com solventes organicos de
diferentes polaridades. Deste processo foram obtidas as fragbes hexanica
(FH- 2,08 @), cloroférmica (FC- 2,44 g), acetato de etila (FAc- 7,05 g) e a
remanescente hidrometandlica (FHM- 25,53 g). Parte da fracdo FH (1,684 Q)
foi submetida a cromatografia em coluna (CC) em gel de silica 60 (80 g, ¢= 4,4
cm; h= 15 cm) com os eluentes (Hex, AcOEt, MeOH e H;0), obtendo-se 24
subfracbes. A fracdo FH-5 (150,0 mg) foi submetida a CC em gel silica 60
(13 g, 9= 1,4 cm; h= 22 cm), utilizando os eluentes Hex, AcCOEt e MeOH em
gradiente de polaridade, resultando em 12 novas subfra¢cbes. Da subfragcao
FH-5-4 (129 mg), apds sucessivas cromatografias em CC em gel de silica
60, utilizando-se como eluente Hex:AcOEt, AcOEt e AcCOEt:MeOH em
gradiente de polaridade, isolou-se a substancia LAl. A fracdo FH-8 (99,0
mg) foi submetida a CC em silica gel 60 (9,30 g, ¢=0,9 cm; h=21 cm) com
Hex, AcCOEt e MeOH em gradiente de polaridade. Apés a analise em CCD,
estas foram reunidas 13 novas subfra¢cdes. Das subfracées FH-8-2 e FH-8-3
foram obtidas as substancias codificadas como LA2 e LA3. As amostras
LA1, LA2 e LA3 foram submetidas a analise de RMN de 'H e *C.

- Atividade antiproliferativa em linhagens de células tumorais humanas

A atividade antiproliferativa do extrato bruto e das fracdes FH e FC, frente as
linhagens tumorais de glioma (U251), mama (MCF-7) e pulméo, tipo n&o
pequenas ceélulas, (NCI-H460), foi avaliada pelo método colorimétrico com
sulforrodamina B (SRB) utilizando doxorrubicina como controle positivo’. Os
resultados foram expressos em Glsg (concentracdo necessaria para inibir
50% da proliferag&o celular).

Resultados e Discussao

O espectro de RMN *H da substancia LAl apresentou sinais caracteristicos
de substancia com nucleo flavonoidico, como os hidrogénios aromaticos em
oy 7,36 (d, 2H, J= 7,8 Hz; H-2" e H-6') € 6,93 (d, 2H, J= 8,3 Hz; H-3' e H-5) e
o simpleto em &y 12,25 referente ao hidrogénio de hidroxila fendlica em
ligacdo intramolecular com o oxigénio da carbonila (C-4; ¢ 193,3). Os sinais
em oy 2,79 (m, 1H), 3,02 (dd; 1H; J=13,50 Hz; J= 3,16 Hz) e em &4 5,32 (d,
J=11,7 Hz) indicaram a presenca de uma flavanona e foram atribuidos aos
hidrogénios H-3B, H-3a e H-2 do anel C. Além desses sinais, observou-se
um simpleto em &y 3,81 (3H) atribuido aos hidrogénios de um grupo metoxila
e dois simpletos em &y 2,03 e 2,05 referentes aos grupos metilicos. No
espectro de RMN *3C foi verificado a presenca de 19 sinais, dentre eles 10
sinais de carbonos arométicos em 6¢ 159,3 (C5), 102,9 (C6), 160,8 (C7),
102,0 (C8), 160,8 (C9), 102,8 (C10), 131,0 (C1’), 159,8 (C4’) e os sinais em
127,5 (C2'e C6’) e 114,1 (C3' e C5’). O sinal em &¢ 196,6 foi atribuido ao
carbono carbonilico (C-4). Os dados de RMN de *H e *3C foram comparados
com os da literatura e foram concordantes para a substancia 5,7-diidroxi-4'-
metoxi-6,8-dimetilflavanona (mateucinol)®>. O espectro de RMN 'H para a
substancia LA2 exibiu diversos sinais entre d4 0,82 e &y 2,12 referentes a
grupos metilicos e metilénicos e um tripleto em &y 5,13 (t, 1H), atribuido ao
hidrogénio vinilico H-12. Esse hidrogénio, através de andalise de HSQC,
apresentou correlacdo com sinal em &¢ 124,5 (C-12), que juntamente com o
sinal em &¢ 138,2 (C-13) e o dupleto em &y 2,10 (J=11,6 Hz, H-18)
possibilitou inferir a presenca de um triterpeno de esqueleto ursano. No
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espectro de RMN *3C, além dos carbonos vinilicos, foi observada a presenca
de 28 sinais, destacando-se os sinais em d¢c 178,3; referente ao carbono
carboxilico (C-28), em &¢ 76,8, referente ao carbono carbindlico (C-3) e sete
sinais de carbonos metilicos em ¢ 28,7 (C-23); 16,9 (C-24); 16,0 (C-25);
15,2 (C-26); 23,2 (C-27); 17,0 (C-29) e 21,0 (C-30). Com base nos dados
obtidos e comparacdo com os da literatura®, LA2 foi identificada como o
acido 3-epi-ursodlico. A substancia LA3 foi isolada em mistura com a
substancia acido 3-epi-ursélico (LA2). Através do espectro de RMN *H
verificou-se sinais referentes a dois hidrogénios vinilicos em dy 5,16 e 5,13;
gue quando integrados, indicaram uma mistura de duas substancias em
diferentes proporgcdes: LA2 (62,5%) e LA3 (37,5%). Para a substancia
minoritaria LA3, o espectro de RMN *H apresentou um tripleto em &y 5,13
(J=3,4 e 6,8 Hz) referente ao hidrogénio vinilico H-12, um multipleto em &
3,00, atribuido ao H-3. O simpleto em &y 2,36 apresentou correlagﬁes pelo
mapa de contorno HSQC com o carbono em &¢ 53,1 e em HMBC (“J) com o
sinal em 8¢ 71,6 (C-19), sendo assim atribuido ao H-18. A multiplicidade
desse sinal, suas correlacdes e o efeito de desblindagem observados nos
deslocamentos quimicos de C-12 (6¢ 126,8) e C-20 (&¢ 41,4) possibilitaram
inferir um grupo hidroxila na posicdao C-19 (6¢c 71,6). Assim, LA3 foi
identificada como o &cido pomélico’. Com relacdo a atividade
antiproliferativa, EB exibiu potente atividade (Glsp) frente as células tumorais
de glioma (5,3 pg.mL™Y) e mama (5,9 pg.mL™), inibindo aproximadamente
90% da proliferacéo dessas células na concentracdo de 25 ug.mL™. Entre as
fracbes, FH foi mais ativa, possuindo moderada atividade (Glsp) para as
linhagens de mama (12,8 pg.mL™) e glioma (26,4 ug.mL™?) e efeito citoxida
para as células de glioma na maior concentracéo testada (250 pug.mLY). A
fracdo FC foi ativa apenas frente as células de mama (23,2 pg.mL™). As
células tumorais de pulmdo mostram-se resistentes as fracdes testadas,
sendo que a FH apresentou fraca atividade (56,1 pg.mL™) e FC foi inativa
(119,9 pg.mL™). As substancias LA1, LA2 e LA3 foram previamente
isoladas em Melastomataceae, mas esse € o primeiro relato do isolamento
no género Leandra. Essas substancias possuem reconhecidas atividades
antitumorais. Os acidos 3-epi-ursolico e pomolico reduzem a proliferacdo de
células tumorais de mama e a viabilidade das células de glioblastoma,
respectivamente. Mateucinol promove a morte celular de linhagens de
glioblastoma, e in vivo, reduz o crescimento do mesmo®.

Conclusdes

O estudo quimico das flores de Leandra aurea resultou no isolamento das
substancias mateucinol, acido 3-epi-ursélico e acido pomolico. Esse é o
primeiro relato do isolamento destas substancias no género Leandra. O EB
apresentou potencial antiproliferativo para as trés linhagens de células
tumorais humanas testadas, enquanto as fracdes FH e FC foram ativas
frente as células de glioma e mama. Esses resultados apontam que as flores
de L. aurea sdo uma importante fonte de compostos bioativos e que seu
extrato e fracOes apolares possuem capacidade antitumoral.
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