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Resumo:

A guimica de produtos naturais apresenta uma grande importancia
principalmente na area medicinal. Dentro da familia Orchidaceae, o género
Cattleya possui poucos registros de estudos fitoquimicos na literatura. Esse
trabalho busca contribuir com o conhecimento sobre esse género, com a
espécie Cattleya purpurata nativa do sul do Brasil e 0 estudo de sua fracéo
hexanica e avaliacdo de atividade citotoxica. A realizacado do trabalho teve
como resultado o isolamento de um 9,10-dihidrofenantreno, que apresentou
atividade citotoxica contra as células cancerosas. Isolou-se e caracterizou-se
também um triterpeno. Ambos o0os compostos foram obtidos utilizando
meétodos classicos de separacao cromatografica (CCD), aliados as analises
estruturais por ressonancia magnética nuclear.

Introducéo

A familia Orchidaceae, com aproximadamente 35.000 espécies e
véarios hibridos, é considerada a maior e a mais evoluida familia do reino
vegetal (HOSSAIN, 2011). O género Cattleya, engloba cerca de 114
espécies e inumeras variedades e hibridos, amplamente comercializados
devido a beleza de suas flores (VAN DEN BERG, 2014). A espécie de
interesse Cattleya purpurata, € uma orquidea endémica do sul e sudeste do
Brasil e ndo foram encontrados na literatura estudos quimicos para esta
espécie. O objetivo do presente trabalho foi, portanto, realizar o primeiro
estudo quimico desta espécie, focando na fracdo hexanica do extrato bruto
metandlico das raizes, folhas e pseudobulbos, seguido de ensaios
antiproliferativos contra células cancerosas humanas.

Materiais e métodos
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O extrato bruto metandlico da planta, a fracdo hexanica e demais
fragcbes foram obtidos durante o projeto de doutorado do M.Sc. Diego L.
Lucca, no laboratério Fitosin, UEM (em andamento), ao qual esta inserido e
vinculado o presente projeto de pesquisas de iniciagdo cientifica. A fracédo
hexanica foi fracionada em uma coluna cromatogréfica filtrante em silica gel
60, utilizando solventes de diversas polaridades, em ordem crescente de
polaridade hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol. Apos analise dos
resultados do fracionamento por cromatografia em camada delgada (CCD)
de todas as fracdes, a fracdo em polaridade 100% CHCI3, apresentou o perfil
mais interessante, assim, ela foi submetida a uma nova purificagdo por
coluna cromatografica em silica gel. Posteriormente, foi realizada a juncéo
das amostras, utilizando os resultados de CCD dessas. A juncao das fracoes
118-123 foi submetida a uma purificacdo por coluna cromatografica em
silica. Posteriormente, foi realizada a juncdo das amostras, utilizando os
resultados de CCD, resultando no isolamento de uma substancia na juncéo
8-13 e identificada como o fenantreno phocantona (substancia CP1). As
juncdes das fracdes 47-77 foram submetidas a uma purificagdo por coluna
cromatografica em silica. Posteriormente, foi realizada a juncdo das
amostras, utilizando os resultados de CCD, resultando no possivel
isolamento de uma substancia, identificada como o triterpeno 24-
metilenocicloartenol (substancia CP2).

Estudo da fracdo hexanica

Teste de citotoxicidade

As células da linhagem cancerosa HelLa e nao cancerosa VERO
foram cultivadas a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO, em meio Eagle
modificado por Dulbecco. Apds atingir 80% de confluéncia em um frasco de
cultura de células, as células foram suspensas em uma solucdo que
continha &cido etilenodiaminotetracético tripsina a 25%. A concentracdo de
células foi ajustada para 2 x 10° células / mL em DMEM sem penicilina /
estreptomicina, e a suspensao foi adicionada a placas de 96 pocos. Antes do
teste de citotoxicidade, os pocos foram lavados duas vezes com solucao
salina tamponada com fosfato e as células foram expostas as amostras do
extrato bruto metandlicos, e particbes do extrato em concentracbes de 1—
100 upg/mL. Como controles, as células foram expostas as respectivas
guantidades de diluente (PBS, DMSO e P / F-127) sem as amostras. O teste
foi realizado ap6s 24 horas de incubagcdo a 37°C em atmosfera de 5% de
CO.. A citotoxicidade foi medida como a reducéo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -
5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H  tetraz6lio em DMEM sem
vermelho de fenol. Ap6s 3 h de incubagdo no escuro, a absorvancia de
formazan foi lida a 490 nm usando um aparelho ASYS. A porcentagem de
viabilidade celular (% CV) foi calculada pela férmula % CV = (At / Ac) x 100,
onde At e Ac se referem a absorbancia da substancia de teste e controle,
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respectivamente. A citotoxicidade dos compostos foi avaliada como a média
de trés experimentos independentes.

Resultados e Discussao

A substancia CP1 foi identificada como a phocantona (Figura 1), com
base em compara¢cfes de dados espectroscépicos de RMN com dados da
literatura (LI et al., 2017) apresentados na Tabela 1. O composto se
apresentou na forma de um saélido roxo.

A substancia CP2 (Figura 1) apresentou em seu espectro de RMN *H
(Figura 2) apresentou sinais caracteristicos (LEE et al., 2010) do triterpeno
24-metilenocicloartenol. O composto apresentou-se na forma de um sélido
branco.

Figura 1 — Esstruturas quimicas da phocantona (CP1) e do triterpeno 24-
metilenocicloartenol (CP2).

Tabela 1 Dados espectroscopicos de RMN de H e *C da substancia CP1,
em comparacado com dados da literatura.

CP1* Li et al, 2017*

C oC OH (mult.; J Hz) oC OH (mult.; J Hz)

1 180,69 180,5

2 158,99 158,7

3 108,11 6,01 107,9 6,01 (s)

4 192,23 192,0

4a 139,38 139,1

4b 110,81 110,6

5 157,84 157,6

6 102,69 6,43 (d; 2,75) 102,4 6.42 (d; 2.7)

7 162,98 162,7

8 108,65 6,38 (d; 2,75) 108,4 6.38 (d; 2,7)

8a 142,65 142,4

9 29,25 2,66 29,1 2,66

10 21,37 2,66 21,1 2,66

10a 140,60 140,4
5-OH 10,40 10,4 (s)
2-OCH3 56,81 3,90 56,6 3,90 (s)
7- OCH3 55,55 3,82 55,3 3,82 (s)
*CDCl,

No teste de citotoxicidade n&o foi possivel determinar o CC50% do
extrato bruto e fracfes, pois a viabilidade celular foi acima de 50% na maior
concentragdo testada de cada amostra para ambas as linhagens celulares
HelLa e VERO, mostrando auséncia de atividade biolégica significativa.
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Figura 2 — Espectro RMN 'H do trlterpeno 24- metllen00|cloartenol isolado de
Cattleya purpurata.
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Figura 3 — Avallagao da C|totOX|C|dade contra celulas HeLa e VERO do
extrato bruto (CPexbrutoD), fracdo hexanica (CPHXx), fracdo cloroférmica
(CPCHCL3D), fracéo acetato de etila (CPACOETD), fracdo aquosa (CPAQD),
fracao precipitado (CPPPTD) e fracdo aquosa (CPAgD)da orquidea Cattleya
purpurata.
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Conclusoes

O trabalho resultou no isolamento de duas moléculas, sendo elas o
fenantreno phocantona e o triterpeno 24-metilenocicloartenol, além da
realizacdo do teste de citotoxicidade do extrato bruto e fracdes, dessa forma,
contribuindo para o enriquecimento do conhecimento a respeito do género
Cattleya, que, atualmente, possui poucos registros na literatura.
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