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Obtenc¢do de extratos e estudo fitoquimico do extrato n-
butandlico

Obtaining extracts and phytochemical study of the n-
butanolic extract

RESUMO

A descoberta de novas moléculas com potencial antitumoral é de grande importancia
mundial e, como a biodiversidade brasileira é imensa, tem-se buscado por moléculas,
provenientes de plantas, que sejam mais eficazes no tratamento contra o cancer e que
sejam menos nocivas ao corpo. Pensando nisso, este trabalho tem como objetivos, obter
extratos brutos do tubérculo Card Moela (Dioscorea bulbifera), avaliar a toxicidade do
extrato n-butandlico do tubérculo, fracionar e isolar os compostos presentes nesse extrato,
utilizando técnicas cromatograficas, avaliar a atividade antitumoral dos compostos isolados
e identificar por meio de técnicas espectroscdpicas os compostos isolados. Utilizando como
material vegetal tubérculos do Cara Moela (Dioscorea bulbifera), obteve- se o extrato
etandlico 75%, por meio de extracdo exaustiva. A partir desse extrato, por meio de particdo
com solventes de diferentes polaridades foram obtidos os extratos n-butandlico e o
cloroférmico, que em trabalhos subsequentes serdo purificados e os metabdlitos
secunddrios assim obtidos serdo testados em células tumorais.

PALAVRAS-CHAVE: Cara moela, Dioscorea bulbifera, Atividade antitumoral, Particdo,
Fitoquimica.

ABSTRACT

The discovery of new molecules with antitumor potential is of great importance worldwide
and, as the Brazilian biodiversity is immense, there has been a search for molecules, from
plants, that are more effective in treating cancer and that are less harmful to the body.
Thinking about it, this work aims to obtain crude extracts of the tuber yam-gizzard
(Dioscorea bulbifera), evaluate the toxicity of the n-butanolic extract of the tuber,
fractionate and isolate the compounds present in the n-butanolic extract using
chromatographic techniques, evaluate the antitumor activity of the isolated compounds
and identify the isolated compounds using spectroscopic techniques. Using tuber yam-
gizzard (Dioscorea bulbifera), as plant material, 75% ethanol extract was obtained by means
of exhaustive extraction. From this extract, through partitioning with solvents of different
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polarities, the n-butanolic and chloroform extracts were obtained, that in subsequent works
will be purified and the secondary metabolites thus obtained will be tested in tumor cells.

KEYWORDS: Tuber yam-gizzard, Dioscorea bulbifera, Antitumor activity, Partition,
Phytochemistry.

INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas medicinais para tratamento, cura e prevencao de
doencas, é uma forma muito antiga da prdtica medicinal popular, que vem sendo
transmitida de geracdo em geracao, e segundo a Organizacdao Mundial da Saude
(OMS), muitos paises em desenvolvimento dependem dessa pratica como Unica
forma de acesso a cuidados bdsicos com a saude. Porém, a prdpria instituicdo diz
que ha necessidade de estudos dessas plantas para garantir a salde das pessoas
qgue as utilizam, e também para saber sua eficdcia, toxicidade e propriedades
farmacoldgicas (VEIGA, 2005).

Varios estudos etnofarmacoldgicos estdo sendo realizados na busca de
conhecer melhor a utilizacdo de plantas na medicina popular e de organizar esse
conhecimento a fim de encontrar novas moléculas bioativas, e com isso muitas
plantas ja vém servindo de base para a formulacdo de medicamentos (FERREIRA et
al., 2017).

O Brasil é detentor da maior diversidade bioldgica do planeta, com muitas
espécies ndo catalogadas ainda, pensando nisso vemos que ndao conhecemos
guase nada e muito menos a utilizacdo de toda essas plantas (SOUZA et al., 2017).
Dentre essas plantas ndo conhecidas, estdo as plantas alimenticias ndo
convencionais, a sua maior utilizagdo é doméstica, tendo grande importancia na
alimentacdo, sendo fonte de vitaminas, fibras, minerais, carboidratos e proteinas
(CANDIDO et al., 2017).

O card moela (Dioscorea bulbifera) é uma hortalica ndo convencional, uma
trepadeira herbdcea, que produz tubérculos aéreos, que sdo consumidos como
alimento em diversas regides do mundo (JIMENEZ e AGUILAR, 2017). Além de
alimento ela é utilizada como remédio caseiro para varias enfermidades, pois
apresenta propriedades antimicrobiana, analgésica, anti-inflamatdria, anti-
hiperglicémica, antioxidante, anti-hiperlidémica e antitumoral (GHOSH et al.,,
2015).

Neste contexto, este projeto de pesquisa tem como objetivo obter extratos do
tubérculo card moela (Dioscorea bulbifera), utilizando solventes de diferentes
polaridades e realizar o fracionamento desses extratos brutos obtidos, isolamento
e purificacdo de metabdlitos secunddrios com potencial atividade antitumoral.
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MATERIAL E METODOS

Os tubérculos foram coletados no municipio de Pato Branco-PR, no horto do
Campus da UTFPR, em fevereiro de 2020. A identificacdo do material vegetal foi
realizada pela professora Dr?. Giovana Faneco Pereira, do Departamento de
Agronomia da UTFPR, Campus Pato Branco, e a exsicata estd depositada no
herbdrio da UTFPR sob nimero HPB 1103.

Aproximadamente 1,7 kg do tubérculo foi processado, inicialmente fez-se uma
lavagem em agua potavel corrente, em seguida a sanitizagcdo dos tubérculos com
hipoclorito de sédio 200 mg L por 5 minutos (ANTONIOLLI et al., 2005). As
amostras foram trituradas, embaladas em plastico, seladas a vacuo, congeladas e
posteriormente liofilizadas.

Para o extrato etandlico 75%, os tubérculos liofilizados foram submetidos a
extragdo a frio, com etanol 75% e agitacdo constante, fazendo-se 3 renovag¢des do
solvente com intervalo de 48 horas (WANG et al., 2012). Posteriormente o extrato
foi filtrado a vacuo e concentrado em evaporador rotativo a pressao reduzida e
temperatura de 40 °C, o residuo remanescente foi desprezado. O extrato
concentrado foi armazenado na capela para completa evaporacdo do solvente e
posteriormente liofilizado.

O extrato liofilizado foi ressuspenso em agua e particionado em funil de
separacdo com os solventes cloroférmio, acetato de etila e n-butanol
sucessivamente. Os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotativo
a pressao reduzida e temperatura de 40 °C, armazenados na capela para completa
evaporacgao do solvente e posteriormente liofilizados (GAO et al., 2002).

O extrato liofilizado sera submetido a purificagdo em coluna cromatografica,
as fragdes obtidas do processo de purificagao serdo entdo submetidas a CCD para
identificacdo e agrupamento por similaridade de composicao quimica. As sub-
fracGes agrupadas serdao entdo submetidas a Cromatografia em Camada
Preparativa para isolamento e purificacdo dos metabdlitos secundarios que serdo
identificados usando os métodos espectroscopicos usuais.

O potencial efeito hemolitico dos metabdlitos sera avaliado por meio de uma
suspensdo de sangue desfibrinado de carneiro em solugdo estéril de glicose, varias
concentracdes de extrato serdo adicionadas a cada tubo de teste, os tubos serdo
misturados e incubados a 37 2C. Apds aproximadamente 2 horas de incubagdo a
absorbancia do sobrenadante sera determinada no comprimento de onda de 540
nm (VALDEZ et al., 2009).

As células utilizadas no estudo serdo de linhagens K562 (Leucemia Mieloide
Cronica), HL60 (Leucemia Mieloide Aguda), Raji, constituida de células B
linfobldsticas e Jurkat (leucemia linfoide aguda tipo T). Todas as células serdo
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cultivadas em RPMI 1640 e suplementadas com 50 pmol L de 2-mercaptoetanol
e 5-10% de soro bovino fetal, em uma atmosfera constituida de CO, a 6%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo o plano de trabalho: “Obtencao de extratos e estudo fitoquimico de
um dos extratos obtidos”, foi possivel realizar parte da proposta.

Fez-se a coleta do material vegetal, e a partir dessa coleta, todos os
procedimentos de obtencdo dos extratos. Foi utilizado aproximadamente 1,7 Kg
do tubérculo in natura, que resultou em 0,8223g do extrato n-butandlico liofilizado
e 24,3250g do extrato cloroférmico também liofilizado. E importante destacar que
o interesse maior era na obtencdo do extrato n-butandlico, pois em trabalho
anterior (STADNIKI, 2019), o extrato bruto apresentou significativa atividade
antitumoral, ao ser testado em quatro linhagens de células tumorais, relatada na
tabela 01.

Tabela 01: Atividade antitumoral para os extratos da Dioscorea bulbifera

Células DB-A ug DB-N pg DB-C ug DB-W pug VCR

Tumorais mL1 mL1 mL1 mL1

19,60 +

5,90+0,89 23,20 £

0,82 0,82 0,00
37,5+ 13,70 = 33,70 + >100 0,50 +
2,17 1,16 1,78 1,61t
18,80 570 + 19,90 + >100 0,03
0,32 0,21 0,71 0,01
12,10 = 10,10 18,7 = >100 0,01 +
32 0,20 0,26 0,00

DB-E: Extrato etandlico, DB-C: Extrato cloroféormico, DB-N: Extrato n-butandlico, DB-A:
Extrato acetato de etila.
Fonte: Adaptado de Jéssica Stadniki, 2019.

De acordo com a tabela 01, é possivel identificar a atividade dos extratos DB-
A, DB-C, DB-N e DB-W. A que apresentou a atividade antitumoral mais expressiva
foi a amostra DB-N, a qual necessitou da menor concentracdo para obter
resultados de inibicao de 50% da atividade celular e entre todas as amostrar de
extratos testados o DB-N, foi o extrato cuja atividade antitumoral mais se
aproximou do controle positivo vincristina (VCR), farmaco com atividade
antitumoral, capaz de induzir morte de células cancerigenas.

Portanto, a partir desse extrato n-butandlico, seria iniciado toda a parte
fitoquimica de purificagdo e isolamento de metabdlitos secundarios (em razdo

Pagina | 4



— Qo Q . - N
- § X Seminario de Extenséo e Inovagéo
=1 2020 y I'PR

XXV Seminario de Iniciagao Cientifica e Tecnolégica

UTFPR - CAMPUS TOLEDO CAMPUS TOLEDO

disso ndo retiramos a metodologia que estava prevista no plano de trabalho), mas
a partir do inicio da pandemia de corona virus, o desenvolvimento do plano de
trabalho foi prejudicado.

Prosseguimos com revisdao bibliografica, buscando diferentes métodos
cromatograficos que poderiam ser utilizados no processo de purificagdo, colunas
cromatograficas, cromatografia em camada delgada analitica e preparativa,
diferentes sistemas de solventes, além de literatura atualizada sobre o cara-moela.

E importante destacar que esse trabalho terd continuidade apds a
normalizacdo na utilizacdo dos laboratdrios.

CONCLUSAO

A partir da realizacdo da etapa inicial do plano de trabalho foi possivel
obter o extrato de interesse (n-butandlico) para a realizagdo do Projeto de
Pesquisa ao qual este plano de Trabalho estd vinculado. A obtencdo do mesmo,
possibilitou trabalhar com a técnica de extracdo via maceracdo a frio, além de na
sequéncia trabalhar com a particdo do extrato bruto hidroalcodlico.

Associado a essa parte experimental uma ampla revisao bibliografica foi feita,
do material vegetal, das técnicas cromatograficas de purificacdo e de potenciais
atividades tumorais.
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