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RESUMO

A familia Fabaceae é conhecida pelo seu valor econdmico e ecoldgico, além de possuir
reconhecida diversidade de metabolitos secundarios. Esta familia € amplamente distribuida no
Estado de Séo Paulo, incluindo diversas espécies recomendadas para recuperacdo de areas
degradadas, sendo muitas delas produzidas em viveiros de mudas. O objetivo deste trabalho foi
identificar em espécies de Fabaceae novas fontes de moléculas que ja possuem valor significativo no
mercado, além de prospectar novas substancias com potencial citotoxico frente células tumorais e larvicida
frente a larvas de Aedes aegypti. A triagem foi iniciada com mudas de 22 espécies. Os extratos agquosos e
etanolicos de folhas de mudas destas 22 espécies foram analisados por UPLC-CAD-DAD e por RMN!H
e esses dados indicaram a producéo de substancia majoritaria em Cassia ferruginea. Essa substancia foi
identificada como (+)-ampelopsina, ja com reconhecido valor de mercado por sua acdo hepatoprotetora
e combate a intoxicacdo e dependéncia de alcool. Teores elevados de (+) ampelopsina determinados
por RMN de 'H (padréo interno e ERETIC2) foram encontrados em folhas de mudas e matriz (11,6 % e
7,0 %, respectivamente), confirmando a viabilidade de C. ferruginea como nova fonte de (+) ampelopsina.
O método de padréo interno foi validado de acordo com RDC n°- 166 da ANVISA Na etapa de
prospeccao de atividade citotdxica e larvicida dos extratos das 22 espécies de Fabaceae, destacaram-se
duas espécies como promissoras para atividade larvicida contra Aedes aegypti: Leucochloron
incuriale (Vell.) Benth (angico-rajado) e Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong
(timburi) e trés espécies com potencial citotoxico paraas linhagens de células tumorais PC3 (prostata
humano), HCT-116 (c6lon humano) e SF-295/ SNB-19 (glioblastoma humano): Albizia niopoides
(Bentham) Burkat (farinha-seca), Enterolobium contortisiliguum (Vell.) Morong (timburi) e
Leucochloron incuriale (Vell.) Benth (angico-rajado). Entre elas, os extratos de timburi
apresentaram maior atividade citotoxica, além de seletividade, uma vez que foram pouco ativos
em células ndo-tumoral L929 (fibroblasto de pulmao murinho). Assim, este trabalho realca o
potencial econémico e terapéutico de espécies de Fabaceae indicadas para o reflorestamento no
Estado de Sdo Paulo, as quais constituem uma fonte valiosa de metabolitos com interesse
econdémico e de novas substancias bioativas, que podem ser explorados de uma maneira

sustentavel.

Palavras-chave: Cassia ferruginea, (+)-ampelopsina, Enterolobium contortisiliquum,

Leucochoron incuriale, citotoxico.



ABSTRACT

The Fabaceae family is well known for its economic, biological and ecological value, besides
the recognized functional and chemical diversity of secondary metabolites. This family is
widely distributed in S&o Paulo state and includes several recommended species for the
restoration of degraded areas of the state, many of them being produced in seedlings nurseries.
Thus, the aim of this work was to discover new sources of novel bioactive metabolites or known
metabolites with commercial value, besides prospecting new compounds with cytotoxic
potential against tumor cells and, larvicidal activity against Aedes aegypti. The screening was
carried out with seedlings of 22 species. The aqueous and ethanolic extracts from leaves were
analyzed by UPLC-CAD-DAD and 'H NMR and these data indicated the production of a major
compound in Cassia ferruginea. This compound was identified as (+)-ampelopsin, known for
its hepatoprotective action and against alcohol intoxication and dependence. High levels of (+)-
ampelopsin were determined by H NMR (internal standard and ERETIC2) in leaves of
seedlings and the adult plant (11.6% and 7.0%, respectively), confirming the viability of C.
ferruginea as a new source of (+)-ampelopsin. The internal standard method was validated
based on ANVISA RDC N °166. During the prospection stage of cytotoxic and larvicidal
activity of the extracts of the 22 species of Fabaceae, two species were highlighted as promising
for larvicidal activity against Aedes aegypti: Leucochloron incuriale(Vell.) Benth (angico-
rajado) and Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong (timburi) and three species with
cytotoxic potential against tumor cell lines PC3 (human prostate), HCT-116 (human colon) and
SF-295/SNB-19 (human glioblastoma) were also detected: Albizia niopoides (Bentham) Burkat
(farinha-seca), Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong (timburi) and Leucochloron
incuriale(\Vell.) Benth (angico-rajado). Among them, timburi extracts increased cytotoxic
activity in addition to selectivity, since they were little active in non-tumor cells L929 (murine
lung fibroblast). Therefore, this work highlights the economic and therapeutic potential of
native Fabaceae species indicated for the restoration in Sdo Paulo state, which constitutes a
valuable source of metabolites with economic interest and new bioactive substances, that can

be exploited in a sustainable manner.

Keywords: Cassia ferruginea, (+)-ampelopsin, Enterolobium contortisiliquum, Leucochoron

incuriale, cytotoxic.
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1. INTRODUCAO GERAL

O estado de S&o Paulo era recoberto, até recentemente, por vegetagdo exuberante
dividida principalmente em dois biomas: Mata Atlantica e Cerrado. Entretanto, devido ao
rapido desenvolvimento agropecuario, industrial e populacional iniciado na segunda metade do
século XIX, restam hoje APENAS 17,5% da vegetacéo original (INSTITUTO FLORESTAL,
2010), concentrados nas encostas da Serra do Mar. Problemas resultantes da exploracdo
extensiva e mal planejada da terra comegam a ser sentidos — reducdo dos niveis dos lencdis
fredticos que abastecem a sociedade paulista, degradacdo de aguas superficiais e perda de
biodiversidade.

A legislagdo ambiental brasileira, particularmente o artigo 12 da LEI N° 12.651, de
maio de 2012 (BRASIL, 2012), obriga os proprietarios rurais a manter uma area com cobertura
de vegetacdo nativa, denominada de Reserva Legal. No estado de Sdo Paulo essa area deve
corresponder a 20% da area total da propriedade rural. Neste sentido, o governo do estado vem
realizando algumas acdes que merecem destaque, como por exemplo, a resolugdo SMA/SP 32,
de 03 de abril de 2014, que estabelece orientacdes, diretrizes e critérios sobre restauracdo
ecologica no Estado de Sdo Paulo, e da providéncias correlatas. Nesta resolu¢do, como nas
anteriores, fica orientado o reflorestamento heterogéneo em areas degradadas, com espécies
nativas, as quais estdo elencadas em uma lista oficial do Instituto de Botanica. Nesta lista, a
familia Fabaceae apresenta o maior numero de espécies nativas recomentadas para o
reflorestamento de areas degradadas, cerca de 25% do total (Figura 1, pag. 25) (SECRETARIA
DO MEIO AMBIENTE DO ESTADO DE SAO PAULO, 2015).

Neste seguimento, o Viveiro de Mudas Florestais Camara®, localizado em Ibaté, na
regido central do estado de Sdo Paulo, dedica-se exclusivamente ao segmento florestal, tendo

como principal objetivo fornecer mudas nativas de qualidade para o reflorestamento.
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Figura 1 - Gréfico de representatividade do nimero de espécies nativas por familias no estado de Séo
Paulo, indicadas para o reflorestamento.

Ainda assim, apesar das politicas de incentivo para o reflorestamento de areas
degradadas do governo do estado de Sdo Paulo, cerca de 80 % das propriedades rurais
apresentam uma porcentagem menor do que a exigida nas areas de reserva legal (Arear. < 20%)
(SECRETARIA DO MEIO AMBIENTE DO ESTADO DE SAO PAULDO, 2009). Tendo em
vista, valorizar as éreas de reflorestamento, bem como, aprimorar o conhecimento dessas espécies e
considerando a grande representatividade da familia Fabaceae (Leguminoseae) em termos de nimero de
espécies nativas, e a disponibilidade de acesso a mudas e matrizes através do Viveiro Camara — Ibaté-SP,
este trabalho propds o estudo quimico de algumas espécies de Fabaceae indicadas para reflorestamento
no Estado de S&o Paulo.

1.1 Fabaceae como nova fonte de moléculas bioativas e/ou com valor agregado

Fabaceae (Leguminosae) é familia vegetal reconhecida pela grande diversidade em
metabdlitos secundarios, sendo ainda, uma fonte inspiradora para obtencdo de moléculas que
podem ser exploradas economicamente. Trata-se da terceira maior familia das angiospermas,
sendo representada por trés subfamilias (Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae),
com 727 géneros e 19.325 espécies descritas (MABBERLY, 1997; LEWIS et. al.,2005). O
Brasil é o pais da América do Sul onde estd familia é considerada uma das mais ricas em
especies, compreendendo cerca de 2.100 espécies e 188 géneros, dos quais 31 sdo endémicos,
distribuidos em quase todas as formagdes vegetais brasileiras (BARROSO et al., 1991; LIMA,
2000). Em 2011, Wanderley et al. concluiram um checklist das espermatofitas do Estado de
Sdo Paulo, no qual a familia Fabaceae (Leguminosae) aparece em terceiro lugar, com 513

espeécies, ficando atrds apenas das familias Orchidaceae (797 espécies) e Asteraceae (676
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espécies). Estas familias juntamente com a Poaceae, foram as mais representativas, somando
34% das espécies de espermatofitas do estado de S&o Paulo.

Quimicamente Fabaceae é caracterizada pela diversidade funcional e quimica de
metabolitos secundarios, entre eles alcaloides guanidinicos (BOLZANI et al.,1995),
quinolizidinicos (LEI et al, 2014), pirrolizidinicos (NETO, et al., 2016); flavonoides
(CARVALHO et al., 2011), flavonolignanas (NASCIMENTO et al., 2012), pterocarpanos
(RUKACHAISIRIKUL et al., 2008), rotenoides (BIRCH et al., 1985), cumarinas (Mebe &
Makuhunga, 1992) e outros compostos fendlicos, além de terpendides (SILVA et al., 2006) e
policetideos (SOB et al., 2008), entre outros.

Farmacologicamente esta familia também apresenta um destaque consideravel, devido
aos usos populares e comerciais. Neste sentindo, em 2009 o Ministério da Saude divulgou a
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (Renisus), contendo 71 espécies
de plantas para uso terapéutico. Destas aproximadamente 11% pertence a familia Fabaceae,
realcando o uso medicinal popular desta familia, entre as quais pode-se citar Bauhinia forficata
(Pata-de-vaca), utilizada para o tratamento de diabetes, Caesalpina férrea (Pau-ferro), Gtil no
tratamento de ulceras gastricas, Dalbergia subcymosa (Verénica), usada no tratamento para
anemia ferropriva e Trifobium pratenses (Trevo-vermelho), usada no tratamento da gota.
Cientificamente, ja foram relatados diversos efeitos bioldgicos e/ou farmacolégicos para
espécies desta familia, entre eles, o efeito citotdxico em células tumorais de cranco de pulmao
(NGNINTEDO et al., 2016), em carcinoma hepatocelular (HAGGAG et al., 2011), cranco
cervical e colon (LIU, et al., 2015), entre outros. E também sdo relatados o efeito larvicida
contra Aedes aegypti (RODRIGUES et al., 2014; PLUEMPANUPAT et al.; 2013; YANG et
al., 2003).

Finalmente, além da grande importancia quimica e farmacoldgica, esta familia apresenta
um potencial econémico bastante conhecido, incluindo variedades alimenticias, medicinais,
madeireiras, ornamentais, produtoras de fibras e 6leos (WOJCIECHOWSKI et al., 2004).
Destacam-se também ecologicamente, por sua habilidade em associar-se a bactérias fixadoras
de nitrogénio (SPRENT, 2001) e por recuperar areas degradadas, utilizando a propria vegetacao
para proteger o solo da erosdo (BERTONI & LOMBARDI NETO 2008). Portanto a opcéo por
esta familia e justificada pelo fato desta apresentar uma grande diversidade funcional e quimica
de metabolitos secundarios. Alem disso, espécies de Fabaceae recomendadas para o

reflorestamento no Estado de S&o Paulo séo abundantes, o que facilita a coleta das mesmas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Foram selecionadas para estudos quimico e/ou bioldgico 22 espécies de Fabaceae
recomendadas para reflorestamentos no Estado de S&o Paulo e disponiveis no Viveiro Camara
® (lbaté, SP), com o objetivo de identificar novos metabdlitos ativos e/ou novas fontes de
substancias com valor econémico ja reconhecido, para assim favorecer 0 uso dessas espéecies
na recuperacéo de &reas devastadas, estimulando programas de uso sustentavel e rentavel dessas
areas.

Na primeira parte do trabalho foram obtidos extratos de baixa, média e alta polaridade
(hexanico, etandlico e aquoso) das folhas de mudas cada espécie. Utilizou-se duas estratégias
de extracdo: estratégia 1, com ordem crescente de polaridade de extracdo consecutiva (hexano,
etanol e 4gua) e estratégia 2, com ordem decrescente de polaridade de extracdo consecutiva
(4gua, etanol e hexano). Os rendimentos das duas estratégias foram semelhantes, entretanto os
perfis quimicos observados por RMN de *H dos extratos de média polaridade (etandlicos) na
segunda estratégia apresentaram menor complexidade na regido caracteristica de hidrogénios
de aclcar, uma vez que a extracao inicial com agua remove esses compostos de menor interesse

nesta abordagem.

Em seguida, os extratos de média e alta polaridade foram submetidos a andlise
cromatografica por CLAE-UV-DAD-CAD e por RMN H. A analise minuciosa desses dados
levou a selecdo da espécie Cassia ferruginea para a realizacdo da segunda etapa deste estudo,
gue consistiu na identificacdo e quantificacdo de seu composto majoritario presente nas folhas
e outros 6rgdos da planta. O objetivo desta etapa foi agregar valor econémico a espécie em
questdo a partir da identificacdo do composto majoritéario ja com uso em produtos comerciais e
desenvolvimento de metodologia simples e eficaz para sua identificacdo e quantificacdo.
Assim, o composto majoritario foi isolado por CLAE semi-preparativa e analisado por RMN e
espectrometria de massas, 0 que possibilitou identifica-lo como sendo a (+) ampelopsina, uma
substancia que apresenta importantes atividades farmacoldgicas e bioldgicas, incluindo

anticancerigeno. efeitos cardioprotetores e hepatoprotetores.

Esta substancia foi detectada em outros érgdos da muda e matriz e quantificada por
RMN de *H por dois métodos: Método 1 (com uso de padrdo interno, benzoato de benzila) e
Método 2 (abordagem ERETIC2 com padréo externo, nicotina). O extrato hidroetanolico da
flor de C. ferruginea apresentou teor de (+) ampelopsina abaixo da faixa de trabalho, nédo
podendo ser quantificado por nenhum dos dois métodos. Para os demais 6rgdos da planta os

resultados obtidos com ambos os métodos foram semelhantes, mas recomenda-se o uso do
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ERECTIC2 por ser mais simples, rapido e evitar a interagdo entre amostra e padrdo de
referéncia. O método de padréo interno foi validado de acordo com Resolugdo- RDC n°- 166
da ANVISA. Os teores de (+)-ampelopsina encontrados no material seco de folhas das mudas
(11,6 %)e matriz (7,0 %) de C. ferruginea configuram esta espécie vegetal, tanto a muda quanto

adulta, como uma nova fonte comercial para esta substancia.

Na terceira etapa desse estudo foram avaliadas atividades bioldgicas (larvicida e
citotoxica) com as folhas de mudas das 22 espécies selecionadas na primeira etapa. Dessas,
apenas duas espécies, Leucochloron incuriale(Vell.) Benth (angico-rajado) e Enterolobium
contortisiliqguum (Vell.) Morong (timburi), representando 9,1 % das espécies testadas,
apresentaram atividade larvicida contra Aedes aegypti. Quanto a atividade citotdxica, o
screening indicou trés espécies com potencial citotoxico: Albizia niopoides (Bentham) Burkat
(farinha-seca), Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong (timburi) e Leucochloron
incuriale(Vell.) Benth. (angico-rajado), representando 13,6% das plantas estudadas, sendo que
as duas Ultimas foram selecionadas para avalia¢do citotoxica de outros 6rgdos além das folhas.
Em geral, os 6rgaos de timburi apresentaram maior atividade que os 6rgdos de angico-rajado.
Logo, timburi foi escolhido para realizacdo do fracionamento cromatografico e avaliacdo
citotoxica de suas fracdes e/ou substancias isoladas a partir de suas folhas, caule e raiz das
mudas. Apds o fracionamento, 17 fragdes dos 6rgdos de mudas apresentaram citotoxidade
interessantes, além de, apresentarem seletividade frente a linhagem ndo-tumoral L929
(fibroblasto de pulm&o murinho). Destas fracoes, foi possivel calcular o indice de seletividade
frente as trés células tumorais (HCT116, SNB-19 e PC3) para trés fragdes obtidas das raizes:
G2TRA- 1 (ISHcT116 = 10,08; ISsng-19 = 5,23 € I1Spcz = 8,63), G2TRE-3 (ISHcT116 = 16,01; ISsne-
19 = 8,17 e ISpc3 = 15,33) e G2TRH-FHM (ISHcT116 = 21,60; 1Ssng-19 = 12,90 € 1Spc3 = 19,96).

Portanto, através deste trabalho varios caminhos foram abertos para diversas pesquisas,
como: isolamento e identificacdo dos compostos bioativos das fracdes que apresentaram
citotoxidade dos 6rgdos de timburi; investigacdo da acdo desses compostos in vitro ou em
modelos biologicos para futuras utilizagbes em industrias farmacéuticas para producédo de
fitoterapicos; isolamento e identificacdo dos compostos bioativos das duas espécies que
também apresentaram citotoxidade (angico-rajado e farinha seca); isolamento de qualquer
constituintes de interesse para uma melhor analise e futura utilizacdo pelas industrias

alimenticias, farmacéuticas, entre ouras.

Assim sendo, este estudo reforga o potencial econémico e/ ou bioldgico dessas plantas

usadas em reflorestamento, as quais constituem uma fonte valiosa de metabolitos com interesse
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econdmico e novas substancias bioativas, que podem ser explorados de uma maneira

sustentavel.
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