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LIGNANS AND TRITERPENES FROM CYTOTOXIC EXTRACT OFERIOPE BLANCHETII This
phytochemical study performed with the cytotoxic chloroformic extra&rafpe blanchetii(Benth.) Harley

was the first work with this species and describes from aerial parts the isolation of two lignans of
podophylotoxin type name@peltatin anda-peltatin. Besides them it was obtained four triterpenes; oleanolic
acid, ursolic acid, @,3B-dihydroxy-urs-12-en-28-olic acid, 023,19 -trihydroxy-urs-12-en-28-olic

acid, named tormentic acid ang-8lucosyl-sitosterol. The compounds were identified by analysis of their
spectral data.

Keywords: LamiaceaeEriope blanchetii lignans; triterpenes.

INTRODUCAO trabalho é descrito o isolamento das substancias responsaveis
_ _ ) _ _ pela atividade citotoxica (Kg 16ug/mL) observada para o extra-

Dentre as lignanas, a podofilotoxina possui um efeitoto CHC das partes aéreas He blanchetii Assim, foram iso-

antitumoral comprovado cientificamente. O maior efeito citoto-lados quatro Acidos triterpénicos na forma de seus derivados

xico da podofilotoxina € a inibi¢do celular na metafase, detendenetilados, os acidos ursélica), oleandlico 2a), acido 2t,3p-

a duplicacéo dos cromossomos, resultando na retencdo da diwiidroxi-urs-12-en-28-6licoqa) e acido &,3B,1%-triidroxi-urs-

sdo celular no estado mitotico do ciclo celular. Porém, devidal2-en-28-6lico §a), conhecido como acido tormentico, bem como

ao fato destes efeitos atingirem tanto células normais come fitosterol, B-glicosil-sitosterol. Além destas substancias, neste

células cancerigenas, o seu uso tem sido limitado. No entantestudo também foram isoladas as lignapaseltatina 8) e

os derivados da podofilotoxina, como o etoposido e teniposidog-peltatina 4). A identificacdo estrutural das substancias foi

ndo exibem nenhum efeito intracelular, mas induzem a quebrgealizada por meio da analise de dados espectrométricos usuais.
das ligacdes simples e duplas do DN® etoposido (4-dimetil

—7-[4,6-O-etilideno B-D-glicopiranosil epipodofilotoxina]) e o
teniposido (4-dimetil-7-[4,83-tenilidenof-D-glicopiranosil
epipodofilotoxina]) séo dois derivados semi-sintéticos que fo-
ram desenvolvidos em 1970 na tentativa de preparar derivados
da podofilotoxina que ndo possuissem efeito téxico gastro-in-
testinal igual ao desta substarfcibos quinze anos seguintes o
etoposido e o teniposido foram introduzidos no tratamento cli-
nico e estas drogas tém tido uma participagdo muito importante
no tratamento quimioterapico do cancer. O desenvolvimento do
etoposido e do teniposido como agentes antitumorais, represen-
ta um modelo para investigacao sistematica de produtos natu-
rais, e tem liderado a descoberta de uma nova classe de drogas
antitumoraié. Além do mais, o desenvolvimento de novos agen-
tes anticancerigenos, tais como etoposido e paclitaxel, propor-
cionou ndo somente a descoberta de drogas anticancerigenas
derivadas de plantas, como também contribuiu para o0 aumento
do conhecimento da biologia do carcer

O génercEriope pertencente a familia Lamiaceae (Labiatae)
€ nativo das regides tropical e subtropical da América do Sul e
possui cerca de 20 espécies, sendo que 18 destas estdo restri-
tas ao territorio brasileiro. No Brasil, estas espécies distribu-
em-se principalmente em areas de campo rupestre em Minas
Gerais, Bahia, Goias e estados vizinttbs

Este é o primeiro relato na literatura do estudo fitoquimico e

da citotoxicidade apresentada pelo extrato cloroférmico das par- 2. R;=R,=Rs=H
tes aéreas dEriope blanchetii(Benth.) Harley, bem como do 2a Ry=R,=H, Rs=HCH;
isolamento das substancias ativas presentes neste extrato. Neste 5. R;=OH, R,=Rs=H

5a R;=OH, R=H; R3=CHg
6: R;=OH, R=0H; Rs=H
“e-mail: juceni@ufba.br 6a R1;=OH, R;=0H; Rs=CHjs
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Tabela 1. Dados de RMN dé3C dos derivados metilados dos com MeOH e, o extrato metandlico bruto obtido apos concentra-
triterpenos2a, 5a e 6a ¢ao, foi particionado sucessivamente entre hexano:MegH/H
(9:1), CHCE:MeOH/H,O (6:4) e AcOEt:HO (6:4). Assim, a
fase cloroférmica (7,65 g) foi submetida a fracionamento em
2a ba 6a coluna cromatografica sobre silica gel usando misturas desCHCI
AcOEt em ordem crescente de polaridade e as fracdes obtidas

Carbonos Substancias

% g?g ggg ggg purificadas através de diferentes tipos de cromatografia, al_ém de
3 78,8 83’9 83'9 permga}géo em Sc::'p_hadex I__H-20_. Para promover a purlflcagéo
2 38,8 3971 39'2 dos acidos t(ltgrpenlpos, AfO.I reallzada.a metilacao .das. fracBes
: 55,4 55‘3 55'2 contendo os amdqs trlter_penLcos, com dlgzometqno geraiiu.
o 18,4 18’3 18’4 Deste modo, ap6s metilacdo, as fracdes eluidas comsCHCI
- 33*0 32’8 32’6 AcOEt (8:2) foram reunidas e purlflcada§ por melt’).de CcC usan-
8 39’6 39‘5 39'9 do he,x_ano/AcOEt (9:1) forn(,ec_endo o,ester metilico do acido
9 47'5 47’5 47'1 olea~nollco, la; 2,5 g) e do acido urs_ollco’za; _28,0 mg). A
10 37'0 38’2 38’2 fra}gao eluida com CHQACOEt (7:3) foi ,submetlda a nova CcC
11 23,3 23'4 23'7 utilizando como eluentes, misturas de_eter de petrqleo/agetona e
> 125' 5 125' 3 12é 4 rpetanol em o[dem crescente de polarldad_e_r. A fracdo eluu_:ia com
13 138’0 138’2 138’1 éter de ~petroleo/acetona (1:1) foi purlfllc.ada por meio de
1 a2 0 42 1 a1 2 permeacgdo em CC sob Sephadex LH—_ZO utilizando como eluente
1s 28,2 28,0 28'1 MeOH/CHCE (4:1) fornegendq3-peltat|na 6)_(18,3 m_g). En-
e 24'3 24'2 25'4 guanto que, a fracdo eluida com MeOH, foi submetida a CCDP
17 48’1 48’1 47'9 usando como elugqte Cl-ww\NcOEt '(1:1) fornecew-peltatina _
18 b cr's 532 (4) (20,1 mg). A dltima frac&o eluida com MeOH da CC prin-
19 39'1 39'0 73'2 cipal do extrato CHGlIfoi mt.etlllada com CkN, e fracionada em
20 38,8 38’8 41'9 coluna sob pressédo de silica gel 6Q H usando' como eluente
o1 30'7 30,6 26'0 hexano/AcOEt (1:1), fqrnecend_o 0s ésteres metilE0410,5
> 367 36.6 374 mg) e6a (25,3 mg), além d@-glicosil-sitosterol (35,1 mg).
23 28,2 28,6 28,6
24 15,2 16,7 16,1
25 15,7 16,8 16,5
26 16,9 16,9 16,6
27 23,6 23,6 24,5
28 177,7 178,1 178,4
29 16,9 17,0 27,4
30 21,2 21,2 16,7

OCHs 51,6 51,5 51,6

PARTE EXPERIMENTAL

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrémetro

Gemini 300 da Varian, sendo utilizado o sinal do solvente 3 Ri=H; R=CHjs
como referencial interno. Os espectros de massas foram obti- 4: Ry=H, R=H
dos por meio de injegdo direta no detetor de massas da HP 4a Ri=R,;=COCH,
modelo 5973.
As partes aéreas de um espécimenope blanchetii B-Peltatina (3). CyH220s. EM m/z (int. rel): 414 (100), 399

(2,4 kg) foram coletadas na restinga do Parque Metropolitang5), 383 (7), 369 (10), 355 (11), 234 (5), 339 (5), 340 (5), 324
da Lagoa do Abaeté (Salvador, BA). O referencial da espéci¢s), 303 (10), 299 (11), 298 (8), 285 (7), 269 (5), 264 (5), 257
encontra-se depositado no Herbario Alexandre Leal Costa d¢8), 255 (9), 248 (13), 246 (14), 189 (36), 119 (26). RMN de
Instituto de Biologia da UFBA sob°r45599. 1H [300 MHz, CDC}, & (ppm), multiplicidade, J (Hz)]5 6,20
Na realizacdo do teste de letalidadeAdemia salinacom (s, H-2); 3,17 e 2,66dd, J=13,7 e 3,2 Hz, H-7); 2,66l(
as substancias isoladas foi utilizada a metodologia modificad&l-8); 3,81 (n, H-9) e 4,46 dd, J=6,9Hz e indt., H-9); 6,33,(
por Serrano e cols Parte da fase cloroférmica (5 mg) foi H-2'); 6,33 6, H-6'); 4,57 @, J=3,1 Hz, H-7"); 2,66 (H-8'); 5,95
submetida a avaliagdo da citotoxicidddevitro em oito linha-  (sl, O,CH,); 3,76 (2 CHO); 3,81 (CHO). RMN de '3C [75
gens de células de acordo com o protocolo da University oMHz, CDCk, & (ppm)]: & 137, (C-1); 103,5 (C-2); 152,5
lllinois at Chicag8 (Tabela 2). (C-3); 130,9 (C-4); 136,3(C-5); 118,2 (C-6); 26,7 (C-7); 43,9
O material vegetal ap0s ter sido seco e moido foi macerad¢C-8); 72,4 (C-9); 131,8(C-1); 108,4 (C-2"); 152,5 (C-3";

Tabela 2. Atividade citotoxica do extrato cloroférmico d&iope blanchetf

Linhagem Celuld¥

ASK BC1 Lul Col2 KB KB-V1 (+VLB) KB-V1 (-VLP) LNCaP
Ext. CHCE + >20 >20 >20 16.1 >20 >20 >20

&(ICsoem pg/mL); PASK = astrocitoma humano; BC1 = cancer humano de mama; Lul = cancer humano de pulmao; Col2 = cancer
humano de coélon; KB = cancer humano/carcicoma; KB-V1 (+VLB) = resistente a vinblastina (VLB)-KBpmymL1VLB; KB-
V1 (-VLB) = Resistente & VLB - KB sem VLB; LNCaP = céncer de prdstata dependente de hormdnio.

" Valores podem estar trocados
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132,9 (C-4"); 152,5 (C-5"); 108,4 (C-6'); 32,2 (C-7'); 47,4 (C-8); e 10 ppm. Os dados obtidos foram processados e os valores
175,1 (C-9Y; 56,0 (2-OC#), 60,7 (OCH); 101,7 (QCHy). de DLsp apresentando 95% de confiangca, foram calculados
a-Peltatina (4). Co1Ho00g. EM m/z (int. rel): 400 (100), 385 usando o método de prolfit o qual indica a toxicidade da
(3), 370 (4), 355 (20), 342 (10), 341 (27), 340 (15), 315 (12),amostra em termos da dose @g). da concentragdo (&) e do
285 (18), 246 (31), 201 (14), 115 (11). RMN ¢ [300 MHz, tempo (Tko) necessarios para matar 50% dos camardes em es-
CD30D, & (ppm), multiplicidade, J (Hz)]d 6,08 &, H-2); 3,13 tudo. Além disto, a mortalidade foi corrigida empregando-se a
(dd, J=4,3 e 14,0 Hz, H-7) e 2,4dd J=4,3 e 10,0 Hz, H-7); férmula de Abbott: MC = [MTe (%) - MTbr (%) / 100 —
3,92 dd, J=8,4 e 1,6 Hz, H-9) e 4,44ld, J=9,6 Hz e indt., MTbr (%)] 100, onde MC = mortalidade corrigida; MTbr =
H-9); 6,34 § H-2; 6,34 § H-6"); 4,44 ¢l, H-7"); 2,60 §I, mortalidade do controle (branco); MTe = mortalidade do teste.
H-8"; 5,86 (15" O,CHy); 3,69 (2 CHO).

RMN de **C [75 MHz, CROD, & (ppm)]: 3 136,3 (C-1);  RESULTADOS E DISCUSSAO
103,5 (C-2); 152,6 (C-3); 132,9 (C-4); 136,8C-5); 118,2
(C-6); 32,0 (C-7); 44,0 (C-8); 72,4 (C-9); 132,9 (C-1"; 108,3 A identificacdo das lignane® e 4 foi realizada em base aos
(C-2"; 148,0 (C-3"); 131,9 (C-4'); 148,0 (C-5'; 108,3 (C-6"); dados de RMN déH e de*C (PND, DEPT),'H-H COSY,
32,3 (C-7Y); 47,4 (C-8Y); 175,1 (C-9); 56,7 (2-OgH102,3 !H-13C HETCOR, além de comparagdo com os dados espectrais
(OCHy). encontrados na literatifraAs substancia8 e 4 mostraram con-

Diacetil-a-peltatina (4a). RMN deH [300 MHz, CDC}, & junto de sinais caracteristicos nos espectros de RMN consisten-
(ppm), multiplicidade, J (Hz)]5 6,43 &, H-2); 2,38 (d, J=2,4  tes com a natureza das lignanas do tipo aril-tetraidronaftaleno
e 10,9 Hz, ) e 2,93d¢, J=5,0 e 15,9 Hz, H-7); 3,85(, lactdnicas (Parte Experimental). A comparacdo dos dados
J=10,0 e 8,6 Hz, H-9) e 4,4@d, J=6,9 e 6,7 Hz, H-9); 6,30 espectrais das substanci&e 4 com os da literatufasugeriram
(s, H-29; 6,30 §, H-6"); 4,58 (1, J=4,2 Hz, H-7"); 2,67d(d, que estes eram semelhantes aos das lignBipedtatina ea-
J=12,0 e 2,7 Hz, H-8"); 5,93I( O,C); 3,61 (2 x CHO); 2,23 peltatina, respectivamente. Os assinalamentos corretos dos deslo-
(OCCH); 2,29 (OCCH). RMN de *C [75 MHz, CDC}, & camentos quimicos e a confirmacéo da estrutura da subs4éancia
(ppm)]: & 138,5 (C-1); 108,5 (C-2); 148,1 (C-3); 148,6 (C-4); foi efetuada por meio das correla¢cdes encontradas nos espectros
131,3 (C-5); 122,3 (C-6); 27,1 (C-7); 43,7 (C-8); 72,0 (C-9); deH-H COSY e'H-°C HETCOR (direto e & longa distancia),
138,5 (C-1Y; 107,6 (C-2'); 151,4 (C-3Y); 127,7 (C-4"); 151,4 bem como pela andlise dos espectros de RMN (monodimensional
(C-5'; 107,6 (C-6"); 31,5 (C-7'); 47,0 (C-8"); 174,6 (C-9"); e bidimensional) obtidos para o derivado acetilats). (Desta
56,2 (2-OCH) 102,3 (QCH,); 20,4 e 168,7 (OCOC# 20,5 forma, as correlagbes observadas entre H-2 com C-3 e C-4, bem

e 167,9 (OCOCH). como entre H-2' e H-6' com C-1', C-3' e C-4', encontradas nos
Acido oleandlico(1a). Dados de RMN dé°C comparados espectrosH-C HETCOR a longa distancid)(= 7 Hz) det e

com os descritos na literatdréTabela 1). do seu derivado acetiladdd) corroboraram uma estrutura se-
Acido ursélico(24). Dados de RMN déH e de’®C compa-  melhante &i-peltatina para a substaneiaOs espectros de mas-

rados com os encontrados na literatdra sas destas duas substancias mostraram o sinal do pico do ion

Acido 20,3B-diidroxi-urs-12-en-28-6lico(5a). Dados de  molecular emm/z 414 em/z 400 coerentes com as formulas
RMN deH e de'®C comparados com os obtidos na literatfira moleculares gH,,0se G1H,00g observadas parafapeltatina e

(Tabela 1). o-peltatina, respectivamente.
Acido 2n,38,19a-triidroxi-urs-12-en-28-6lico(6a). Dados As lighanasu-peltatina g3-peltatina, também encontradas em
de RMN de®C similares aos dos modelos utilizalle$io en-  Podophyllum peltatufpertencem ao grupo da podofilotoxina e
contrados na Tabela 1. possuem atividade citotoxica conhecida. A presenca destas
3B-Glicosil-sitosterol Dados de RMN d&C comparados com  lignanas também foi relatada no unico trabalho desenvolvido
os obtidos na literatuta anteriormente com este género realizado cdriope

Teste de Letalidade d&rtemia salina. Os ovos de camardo, macrostachy&. Portanto, a atividade citotoxidm vitro observa-
Artemia salinae o sal marinho (Ocean Water - Alcon) foram da no extrato cloroférmico da espécie pode ser devido a presen-
adquiridos de uma loja de aquérios local. O teste de letalidadea dessas lignanas. Como comprovacgéo desta suposicdo todas as
empregado foi adaptado do método A descrito por Serrano substancias isoladas foram submetidas ao teste de letalidade de
col®. Os ovos déirtemia salinaforam eclodidos em um aqu- Artemia salina pois é conhecida a existéncia de uma correlagéo
ario retangular, utilizando-se dgua do mar artificial obtida deentre a toxicidade das substancias sobre as larvas de camarao
acordo com as especificagbes do fabricante. O sistema foi aeradecém eclodidas e a atividade citotoxfcah Tabela 3 apresenta
com bomba especifica. O aquério foi construido com uma divi-os resultados de toxicidade observados para os compostos isola-
sdo interna de acrilico contendo vérios orificios, produzindodos deE. blanchetii Pelos dados observa-se que a substancia
dois compartimentos ndo equivalentes em tamanho. Os ovagsponsavel pela atividade pode ser-peltatina e em bem me-
foram adicionados no compartimento menor, previamente escuior extensdo #@-peltatina. E digno de nota que o derivado
recido utilizando-se papel aluminio. O compartimento maior foiacetilado 4a) apresenta atividade muito inferior a observada para
externamente iluminado com lampada 60W, de modo a atrai4, demonstrando assim a importancia do grupo hidroxilico livre
0s camardes para este compartimento, apds a eclosdo. Os ovas C-4' para a atividade. De acordo com a literdfarasubstan-
foram incubados por 48 horas em temperatura ambiente. Foragia que apresentar lgp < 100 pg/mL é comparavel com a
preparadas solu¢cdes metandlicas de extratos (5 mg/mL), fresamptotecina e sulfato de vincristina, sendo considerada muito
¢Oes cromatograficas e substancias purasy@®oL) e adicio-  ativa e, aquela que apresentarspt 100 pg/mL, no intervalo
nadas em frascos tipo "snap”. O solvente foi eliminado comentre 100 e 90Qig/mL, comparavel ao &cido hipurico é conside-
auxilio de pistola de aquecimento. Todos 0s experimentos, inFada medianamente ativa. Enquanto que € considerada inativa a
clusive os de controle foram realizados em triplicata. Apds 4&ubstancia que apresentar > 1000 pg/mL.
horas foram transferidos 10 camardes para cada frasco, utili- A elucidac@o estrutural dos ésteres metilicos dos &cidos
zando pipeta Pasteur esterilizada e, o volume dos frascos cornleandlico La), ursélico @a), 2a,3B-diidroxi-urs-12-en-28-6lico
pletados até 5 mL com &gua do mar artificial. As amostrag5a) e bem como dof®glicosil sitosterol, foi realizada por meio
bem como os controles foram mantidos sob iluminagédo pode comparagéo direta com os dados descritos na liter&tiar
mais 24 horas e o numero de camardes sobreviventes foraoutro lado, a determinagdo estrutural do éster metilico derivado
determinados com auxilio de uma lupa. A larva era considerado &cido 233,19 -triidroxi-urs-12-en-28-6lico, ou &cido tor-
da morta caso ndo exibisse movimentos durante 10 segundosentico 6a), foi realizada usando diferentes modelos encontra-
de observacao. Para o estudo da citotoxicidade das substancidss na literatura, haja vista que embora sendo conhecido néo
puras ativas o teste foi realizado nas concentragdes de 500, Bram encontrados dados de RMN 'd€ descritos.
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Tabela 3. Dados de letalidade dertemia salinapara as subs-

tancias isoladas dE. blanchetii(DLsy em pg/mL)

Substancia Dig
1 >1000
2 >1000

3 900

4 10
da >1000
b5a >1000
6a >1000
CONCLUSOES

Neste trabalho foram isolados quatro triterpenos pentacicli- 6.

cos, sitosterol glicosilado, bem corfiepeltatina ea-peltatina,

lignanas responsaveis pela atividade citotoxica observada nos 7.
testesin vitro. Cerca de 30% do extrato CH@ formado pelo
acido oleandlico, portanto a pequena expressao desta atividade 8.
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