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Resumo

RESUMO

O género Mikania possui mais de 430 espécies e distribui-se pelas regides tropicais
da Africa, Asia e América do Sul. A partir de resultados promissores obtidos em estudos
quimicos e farmacoldgicos realizados anteriormente com duas espécies do género Mikania,
o objetivo desse trabalho foi avaliar in vitro a atividade antiproliferativa dos extratos
hidroalcoolico e diclorometanico e fragdes diclorometanicas das espécies Mikania
argyreiae, M. glomerata (Iguape), M. glomerata (Picinguaba), M. laevigata (Iguape) e M.
hirsutissima em linhagens de células neoplasicas humanas, avaliar a composi¢do quimica
das espécies selecionadas e isolar novos compostos. Os extratos foram preparados a partir
das plantas secas e moidas utilizando extracdo em dispersor. A avaliagdo da composigao
quimica foi realizada por métodos cromatograficos, destacando-se a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas. Os ensaios para avaliagdo antiproliferativa foram
realizados em placas de 96 orificios e os extratos foram diluidos em 4 concentragdes
distintas (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL). A dosagem de proteinas foi realizada por coloragao
com sulforrodamina B e leitura espectrofotométrica em 560 nm. Os estudos fitoquimicos
revelaram pequenas variagdes na composicao quimica entre as espécies, com destaque para
a M. hirsutissima da qual foi isolado o acido pimaridiénico, ndo descrito para essa espécie e
ausente nas demais. Este composto foi isolado por processos cromatograficos de colunas
seca e classica e identificado por métodos espectroscopicos utilizando técnicas de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono 13, espectrometria de massas e
infravermelho. A avalia¢do da atividade antiproliferativa demonstrou que os extratos de M.
glomerata (Iguape e Picinguaba) apresentaram perfis distintos entre si, a M. hirsutissima
apresentou efeito citocida na maior concentragdo testada, para os extratos brutos e fragdes
com caracteristicas polares e o acido pimaridiénico apresentou atividade antiproliferativa
diferente dos &cidos diterpénicos caurendico e cupressénico, anteriormente testados,
demonstrando relagdo intrinseca com as diferencas presentes nas estruturas de suas

moléculas.



Abstract

ABSTRACT

The genera Mikania possess over 430 species and is distributed throughout the
tropical regions of Africa, Asia and South America. Previous chemical and
pharmacological results with two Mikania species prompted us to evaluate Mikania
argyreiae, M. glomerata (Iguape), M. glomerata (Picinguaba), M. laevigata (Iguape) and
M. hirsutissima hydroalcoholic, dichloromethane and dichloromethane fractions activity by
in vitro antiproliferative assay with neoplasic human cells, in order to isolate and identify
the active compounds responsible for the pharmacological activity under study. The
extracts were prepared from dry grinded plants. The evaluation of the chemical
composition was carried out by chromatographic methods. The antiproliferative assay were
carried out in 96 well plates employind four extract concentration (0,25; 2,5; 25 and 250
pg/mL). The dosage of proteins was carried through by coloration with sulforrodamine B
and espectrofotometric reading in 560 nm. The phytochemistry studies had disclosed small
variations in the chemical composition between the species, with prominence for the M.
hirsutissima of which was isolated the pimaridienic acid, not described previously for this
species and absente in the others. This acid was isolated by dry column and classic
chromatography and identified by spectroscopic methods using CNMR and 'HNMR
techniques, mass and infrared spectroscopy. The antiproliferative activity evaluation
demonstrated that the M. glomerata (Iguape and Picinguaba) extracts presented different
profiles between the same species from different origins. M. hirsutissima crude extract and
polar fractions presented inhibited growth at the highest concentration and pimaridienic
acid presented a different antiproliferativa activity compared to caurenoic and cupressenic
diterpenic acids, previously tested, demonstrating an intrinsic relationship with the

chemical structure.



Introdugdo

1. INTRODUCAO

As plantas e substancias de origem animal sdo utilizadas para fins curativos pela
humanidade desde os tempos antigos e, a partir do século XX, com o desenvolvimento da
quimica os medicamentos de origem sintética ocuparam aos poucos o lugar das plantas
medicinais. Apesar disso, nos ultimos anos, vem ocorrendo um retorno ao uso de produtos
naturais e medicamentos elaborados a partir destes, o que se deve a escassez de descobertas

de moléculas farmacologicamente ativas pelos processos tradicionais de sintese.

A investigacdo de plantas medicinais utilizadas popularmente resultou em alguns
avancos terapéuticos e cerca de 50% dos medicamentos utilizados s3o de origem sintética,
25% sao provenientes de plantas, isolados diretamente ou produzidos por semi-sintese, a
partir de um precursor vegetal e os 25% restantes referem-se as outras fontes de produtos

naturais (marinhos, microbiologicos, entre outros) (CALIXTO , 2000).

Segundo a Organiza¢ao Mundial da Saude pelo menos 80% da populagdo dos paises
em desenvolvimento dependem da "medicina tradicional" para o tratamento de problemas
de saude, e 85% deste total utiliza plantas medicinais no tratamento das mais diversas
doengas (CALIXTO et al, 1998). Isto significa, segundo o 6rgdo da ONU, que cerca de 4

bilhdes de pessoas no mundo, dependem de remédios a base de plantas medicinais.

As plantas medicinais sdo utilizadas em vdarias dreas da saide como forma
alternativa de tratamento e prevencdo. Existe uma tendéncia para o aumento do uso destas

plantas e isto seria de grande utilidade principalmente nos paises em desenvolvimento,
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como no Brasil, que apresenta uma grande biodiversidade e onde a populagdo carente
poderia ter acesso a formas terapéuticas de custos mais baixos em relagdo a medicamentos
industrializados (ISRAELSON, 1991). Muitos estudos também estdo sendo realizados no
intuito de identificar e isolar os principios ativos presentes nestes extratos naturais, para que
estes novos compostos isolados quimicamente, se efetivos na sua acdo, possam ser

sintetizados e utilizados no controle e prevenc¢do de doengas.

Dentre as plantas de interesse medicinal, destaca-se a do género Mikania (familia
Compositae, tribo Eupatoriae) ultrapassa 430 espécies, embora o banco de dados do Index
Kweensis inclua 694 nomes de Mikania, sendo que muito desses nomes resultem em
sinonimia de espécies do proprio género e algumas vezes até de outro género. Distribuem-
se pelas regides tropicais da Africa, Asia e América do Sul (Argentina, Paraguai, Uruguai).
No Brasil ocorrem 192 espécies e duas delas estdo oficializadas na Farmacopéia Brasileira:
Mikania glomerata Sprengel e Mikania hirsutissima DC (FARMACOPEIA DOS
ESTADOS UNIDOS DO BRASIL, 1959). Sao encontradas principalmente nas regides sul
e sudeste, desenvolvendo-se como trepadeira arbustiva, lenhosa, apresentando caule

cilindrico e ramoso, florescendo de agosto a outubro.

A importancia do estudo da atividade antiproliferativa de plantas medicinais esta
relacionada com o fato do cancer ser um dos maiores problemas de saude publica no Brasil
e no mundo. A cada ano, segundo dados da OMS, o cancer atinge 9 milhdes de pessoas,
levando a ébito 5 milhdes de pacientes. No Brasil, o nimero de casos de cancer aumenta a
cada ano e no Sudeste brasileiro, os tumores malignos representam a segunda maior causa

de obitos, sendo superadas apenas por doengas cardiovasculares (MENDONCA, 1992).
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2. REVISAO DE LITERATURA

O aumento da incidéncia de cancer esta relacionado com aumento da expectativa de
vida da populagdo, pois o aparecimento dessa doenca ¢ favorecido com o envelhecimento

do organismo (CAIRNS, 1981; SIKORA, 1999).

Na populacdo mundial, as neoplasias mais prevalentes sdo as de pulmdo entre os
homens e as de mama entre as mulheres, sendo que a crescimento percentual relativo na
incidéncia de cancer nos ultimos 25 anos foi de 75% (Ministério da Saude, 1999).
Atualmente sdo conhecidos mais de cem tipos de céncer, diferenciados pela etiologia,
processo de evolucdo e forma de tratamento e por isso, o cancer ndo pode mais ser
considerado como uma unica doenga (CALABRESI & CHABNER, 1996; COELHO,

1998).

A célula cancerigena caracteriza-se pela alteragdo de fungdo em conseqiiéncia da
incompleta diferenciacdo, proliferacdo incontrolada, invasividade dos tecidos adjacentes e
metastase. A origem dessa célula é conseqiiéncia de alteragdes genéticas que podem ser
produzidas por diversos mecanismos como inativagao de genes responsaveis pela apoptose
e mutagdes produzidas por agentes quimicos, fisicos e bioldégicos (BRETANI et al., 1998;

SIMPSON et al., 1998).

Apesar da grande evolugdo do conhecimento a respeito deste conjunto de doencas,
tal progresso ndo refletiu de maneira proporcional o desenvolvimento de técnicas eficazes

de prevengdo, tratamento e cura. De uma forma geral, o tratamento do cancer pode ser
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realizado através de cirurgia, radioterapia e quimioterapia. De acordo com o tipo e estagio
de moléstia, o sucesso do tratamento geralmente é conseguido com a associagdo desses trés
tipos de tratamento. A introduc¢do da quimioterapia aumentou significantemente os indices
de cura de alguns tumores, em especial as neoplasias hematologicas, as quais ndo eram
controladas com sucesso pelo emprego da cirurgia ou radioterapia (BONADONA, 1990).
No entanto, a quimioterapia ¢ o tratamento que oferece freqiientemente o aparecimento de
diferentes graus de toxicidade aos tecidos ndo tumorais, em conseqiiéncia da baixa
seletividade dos antineoplasicos. Outro problema da quimioterapia ¢ a possibilidade de
resisténcia aos medicamentos, que conduz o tratamento para o uso combinado de drogas
aumentando a probabilidade de efeitos colaterais toxicos (CALABRESI & CHABNER,

1996).

Entre os quimioterdpicos provenientes de espécies vegetais podemos destacar os
alcaloides obtidos da Catharanthus roseus, conhecida também como Vinca rosea, utilizada
pela populacdo de Madagascar no tratamento do diabetes. Durante os testes de atividade
hipoglicemiante, os extratos dessa espécie produziram granulocitopenia em conseqiiéncia
da supressdao da medula 6ssea dos animais, sugerindo avaliacdo em modelos de leucemias e
linfomas. A confirmacdo da atividade antitumoral nesses modelos levou ao isolamento dos
alcaldides vimblastina e vincristina (FIG. 1), os quais sdo de grande utilidade no tratamento
tanto de neoplasias de origem mieldide e linfoéide (leucemias e linfomas) como de tumores
ditos como solidos (HAMBURGUER & HOSTETTMANN, 1991; FELLOWS, 1995;

CRAGG & NEWMAN 1999).



Revisdo de Literatura

Outra descoberta importante nesta area foi o paclitaxel ou taxol (FIG. 1), um sesquiterpeno
isolado da casca do teixo (Taxus baccata € Taxus brevifolia), em 1971 (WANI et al, 1971).
Estudos clinicos iniciais revelaram que essa substancia era capaz de induzir a regressao de
alguns tipos de cancer de mama e de ovario, resistentes a terapia tradicional (ROWINSKY
et al, 1995). Como essa substancia ¢ extraida de espécies que levam décadas para o seu
crescimento, a introducdo dessa droga na terapéutica s6 foi possivel a partir do
desenvolvimento da sintese quimica, de extrema complexidade, e pela descoberta de
precursores obtidos de fontes renovaveis. Essas dificuldades adiaram a introdug¢do do
paclitaxel na terapéutica para a década de 90. Além do tratamento do cancer de mama e
ovario, essas drogas estdo sendo avaliadas em cancer de pulmio, es6fago, cabega e
pescoco, sendo que atualmente o docetaxel é considerado como composto que utilizado
isoladamente tem a maior eficacia no tratamento do cancer de mama metastatico (CRAGG

& NEWMAN, 1999; PHILLIPSON, 1999).

Vimblastina R= CH;
Vincristina R=CHO

Taxol

FIGURA 1 - Estruturas de origem natural ativas no tratamento do cancer

(HAMBURGUER & HOSTETTMANN, 1991; WANI et al, 1971).
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O potencial da descoberta e desenvolvimento de novas drogas a partir de extratos
vegetais ainda ¢ considerado pouco explorado. Estima-se que existam cerca de 250 a 500
mil espécies vegetais e somente 5 a 15% destas foram estudadas do ponto de vista
farmacologico (CRAAG & NEWMAN, 1999). O Instituto Nacional do Cancer (NCI)
estudou cerca de 33 mil amostras entre 1960 a 1982, resultando em 23 substincias ativas,
mas ainda existem 20 mil extratos que deverdo ser submetidos a testes de avaliagdo da
atividade antitumoral (HAMBURGUER & HOSTETTMANN 1991; CRAAG &

NEWMAN 1999).

Atualmente o NCI utiliza em sua triagem inicial apenas cinco linhagens de células
tumorais humanas que sdo K-562 (leucemia), MCF 7 (mama), NCI-ADR (mama
resistente), NCI-460 (pulmdo) e UACC-62 (melanoma). Estas células foram selecionadas,
pois sdo os tipos de tumores mais freqiientes nos Estados Unidos. A metodologia utilizada ¢
a da Sulforrodamina B (SRB) que ¢ uma aminoxantina de coloragdo rosa brilhante que
apresenta em sua molécula dois grupos sulfonicos. Por ser um corante anidnico, em meio
levemente acido, ¢ capaz de ligar-se a terminacdes basicas de aminoacidos protéicos de
células fixadas com acido tricloroacético (TCA), sendo assim um ensaio independente do
metabolismo celular (SKEHAN & FRIEDMAN, 1985). Esta metodologia promove uma
quantifica¢do sensivel de proteinas de modo linear com o niimero de células da cultura

(SKEHAN 1990).

O Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas —

CPQBA/UNICAMP vem desenvolvendo nos ultimos anos, pesquisas com diversas plantas
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medicinais. Dentre as pesquisas realizadas com plantas do género Mikania, foi dado
prioridade ao estudo quimico das espécies M. laevigata (Campinas) e M. glomerata
(Itatiaia), onde foram isolados e identificados alguns compostos (FIG. 2). Destes compostos
a cumarina apresentou potencial atividade antiulcerogénica (BIGHETTI er al, 2003) e os
acidos caurendico e cupressénico apresentaram atividade antimicrobiana para
Streptococcus do grupo mutans (YATSUDA et al, 2002), Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus, Streptococcus faecium, Salmonella choterasuis e Bacillus subtilis

(DELSIN et al, 2003; REHDER et al, 2000).

o o
P
Cumarina
PM = 146. Espatulenol
PM =220. ’
Acido caurendico
PM =302
0]
“coon
Acido Cinamoilgrandiflérrico )
Aromatico PM=462 Acido cupressénico

PM =302

FIGURA 2 — Constituintes quimicos presentes em algumas espécies do género Mikania.
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Alguns dos compostos isolados nos estudos prévios foram avaliados quanto a
atividade antiproliferativa de células neoplasicas humanas e verificaram-se bons resultados
principalmente para os dacidos diterpénicos caurendico e cupressénico. Os graficos
referentes a curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa desses compostos

estdo relacionados no anexo I (GRAF. 14-20).

Algumas espécies do género Mikania fazem parte da colecdo do banco de
germoplasma do CPQBA, que provém de diversos locais de coleta. Entre essas plantas

foram selecionadas 4 espécies para a realizacdo desse trabalho que serdo descritas a seguir:

A M. glomerata Sprengel ¢ conhecida usualmente com os nomes de guaco, guaco
liso, guaco de cheiro e cip6 caatinga (LUCAS, 1942; OLIVEIRA et al.,, 1984). O uso
medicinal do guaco ¢ antigo, sendo empregado empiricamente por infusdo ou extrato
hidroalcoolico das folhas como expectorante, no tratamento de febre, sifilis, reumatismo,

neuralgia, dores, gripes e doengas do sistema respiratorio (PIO CORREA, 1942).

A M. laevigata Schultz Bip (ex Baker) ¢ conhecida como guaco ou guaco cheiroso e
assemelha-se a M. glomerata Sprengel, sendo freqlientemente comercializado como tal. No
entanto, essa espécie possui folhas ndo lobadas a levemente lobadas enquanto que a M.
glomerata apresenta folhas lobadas (MORAES, 1997). Quando cortada, produz aroma
caracteristico (cheiro de baunilha), que pode ser percebido mesmo depois de seca. Suas
folhas sdo utilizadas sob a forma de xarope na medicina popular em resfriados, bronquites e

tosses cronicas.
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Como principais constituintes quimicos da M. glomerata e M. laevigata, cita-se a
presenga de cumarina, acido caurendico, acido cupressénico, acido cinamoilgrandiflérico,
estigmasterol (OLIVEIRA et al, 1984; VENEZIANI et al, 1999), germacrolideos
(AGUINALDO et al, 1995; CUENCA et al, 1990; GUTIERREZ et al, 1988), flavondides
(MURADIAN et al 1977), lactonas sesquiterpénicas (CUENCA et al 1988, 1992; 1993;
HERZ et al 1967, 1970, 1977, 1985; DIAZ et al 1992; ZAMORANO et al, 1995),

triterpenos (KIANG et al, 1965), sesquiterpenos (CASTRO et al, 1986), dentre outros.

A M. hirsutissima DC ¢é conhecida popularmente como Cipd Cabeludo, Guaco-
Cabeludo, Erva Dutra e Cipd-almécega-cabeludo. Essa espécie difere das outras espécies
de Mikania por possuir folhas pilosas, além de produzir uma resina de cheiro semelhante a
resina de almécega (COSTA, 1972). Também cita-se a presenca de 6leo essencial, taninos
(LIBERALLI, 1933; CRUZ & LIBERALLI, 1938) acidos caurendico ¢ 16-hidro-
caurendico, cumarina e sesquiterpenos (OHKOSHI et al, 1999; RODRIGUES, 1998). O
Cip6d cabeludo ¢ usado extensamente na medicina brasileira para tratar desordens do
sistema renal (diurético), blenorragia, diarréia, reumatismo e gota (CRUZ, 1995). Um
composto cicliclo isolado, chamado por micaniahumuleno, apresentou inibi¢ao in vitro de

células leucémicas de rato (FUJIIMOTO, 1995).

A M. argyreiae DC ¢ muitas vezes confundida com a M. hirsurtissima, mas
diferencia-se principalmente pela bractea subinvolucral de 3,3-3,5 mm de comprimento,
glabra, com apice piloso enquanto que na M. hirsurtissima a bractea subinvolucral ¢ maior
(4-5 mm de comprimento) e inteiramente pilosa (MORAES, 1997). Nao ha dados na

literatura sobre acdes farmacologicas, uso popular desta planta.
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3. PROPOSICAO

Com base nos resultados promissores de atividade antiproliferativa obtidos para os
compostos isolados de M. laevigata (Campinas) e M. glomerata (Itatiaia) e o interesse em
estudar essas espécies coletadas em diferentes acessos e outras espécies do género Mikania,

o presente trabalho teve como objetivos:

e Avaliar a composi¢do quimica das espécies M. argyreiae, M. glomerata (Iguape), M.
glomerata (Picinguaba), M. laevigata (Iguape) e M. hirsutissima por métodos

cromatograficos e espectrométricos e fazer uma triagem na busca de novas substancias.

e Avaliar a atividade antiproliferativa in vitro dos extratos e fragdes das espécies

selecionadas em linhagens de células neoplédsicas humanas.

e Purificar, identificar e avaliar atividade antiproliferativa de novos compostos.

e Relacionar os resultados obtidos com a estrutura dos constituintes quimicos presentes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 - Obten¢ao do Material Vegetal

As espécies de Mikania em estudo foram cultivadas no campo experimental do
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA) —
UNICAMP, na cidade de Paulinia - S3o Paulo. As espécies provém de coletas feitas em
diferentes locais (TAB 1) que foram identificadas e suas respectivas exsicatas encontram-se

depositadas no herbarium do Instituto de Biologia da UNICAMP.

TABELA 1: Espécies de Mikanias em estudo, nimero na colegdo do CPQBA e local de

coleta
Nome N°na colecio  Local de coleta
Mikania laevigata Schultz Bip (MII) 41 Iguape — SP
Mikania glomerata Sprengel (Mgl) 33 Iguape — SP
Mikania glomerata Sprengel (MgP) 09 Picinguaba — SP
Mikania argyreiae DC (Ma) 26 Ubatuba - SP
Mikania hirsutissima DC (Mh) 37 Mogi Guagu/

Campininha - SP

O material vegetal foi seco em estufa (Fabbe, modelo 170) com ventilagdo a 45°C e,

depois de seco foi moido em um triturador de facas (Metalurgica Roma®, modelo MR-30).
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M. argyreiae DC

M. laevigata Schultz Bip
(Iguape)

M. glomerata Sprengel (Iguape)

M. hirsutissima DC

M. glomerata Sprengel
(Picinguaba)

FIGURA 3 - Exsicatas das espécies de Mikania estudadas.
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4.2 — Metodologia aplicada ao estudo fitoquimico

4.2.1 — Preparacdo dos extratos

A partir das folhas da Ma, MII, Mgl, MgP e Mh foram preparados 2 tipos de
extratos: diclorometanico e hidroalcodlico (FIG. 4). Os extratos de diclorometano e
hidroalcoodlico foram preparados seguindo-se protocolo do NCI para ensaios de

determinagdo de atividade antiproliferativa.

Os extratos de diclorometano foram preparados a partir de 20 g de planta seca e
moida, extraidos com 150 mL de CH,Cl, em dispersor mecéanico (Ultra-Turrax®, modelo
T-25) por 2 minutos. Apds filtracdo, esse processo foi repetido mais uma vez e os dois
extratos foram concentrados em evaporador rotativo a vacuo até eliminagdo de todo

solvente.

Os extratos hidroalcodlicos foram preparados a partir do residuo da extragao
diclorometanica (residuo 2) com 150 mL solucdo de etanol e agua (70:30), com uso de
dispersor por 2 minutos. Apos filtragdo, repetiu-se o procedimento mais uma vez e os dois
extratos foram concentrados em evaporador rotativo até eliminagdo de todo etanol seguido

de liofilizacao.

No processo de isolamento de um composto da M. hirsutissima, utilizou-se extrato
etandlico que foi preparado a partir de 20g da planta seca moida com 150 mL de etanol e

uso de dispersor por 2 minutos. Apds filtragdo, repetiu-se o procedimento e o extrato foi
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concentrado em evaporador rotativo até eliminagdo de todo etanol, resultando em EEMh

que foi utilizado no processo de purificagdo das substancias de interesse.

Planta seca e moida

150 mL de diclorometano
Dispersor por 2 min

Extrato ’
Diclorometanico Residuo da planta
(ED,)
150 mL de diclorometano
Dispersor por 2 min
4 Extrato
ED < Diclorometanico Residuo da planta
(ED,)

150 mL de solugao etanol:agua
70:30
dispersor 2 min

Extrato Hidroalcodlico
(EH,)

EH

Residuo da planta

Extrato Hidroalcodlico

A

Residuo da planta

(EH,)

FIGURA 4 - Fluxograma de obtencdo dos extratos diclorometanicos e hidroalcoolicos de

M. argyreiae, M. laevigata (Iguape), M. glomerata (Iguape), M. glomerata

(Picinguaba) e M. hirsutissima..
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4.2.2 — Fracionamento dos extratos de diclorometano

Os extratos de diclorometano das espécies em estudos, exceto EDMII, foram
fracionados em coluna seca, utilizando uma menbrana de celulose (J = 2 cm, 20 cm de
altura). As colunas foram empacotadas com silica gel 60 Merck (70-230 Mesh) e eluidas
com Hexano: acetato de etila 80:20. O eluente foi definido apds andlises dos extratos por
CCD. Ap0s eluicdo, as colunas foram divididas em 4 partes de 5 cm cada, denominadas de
1 a 4, além da papa. As fragdes foram extraidas com acetato de etila, filtradas em funil de

placa porosa, evaporadas sob vacuo e analisadas por CCD (FIG 5).

Extratos diclorometanicos

Coluna Seca
Eluente: hexano:ac¢tato de etila 80:20

Fragdo 1 Fragdo 2 Fracdo 3 Fracdo 4 Papa

FIGURA 5 - Fluxograma de fracionamento dos extratos diclorometanicos por

cromatografia de coluna seca.
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4.2.3 — Analise cromatografica dos extratos e fragcdes

Cromatografia em camada delgada (CCD)

Todos os extratos, fragdes e substancias isoladas das espécies de Mikania estudadas
foram analisados através do método de CCD. Utilizou-se cromatoplacas de aluminio
(Merck — artigo 5554). Os eluentes utilizados foram: hexano: acetato de etila 80:20, 70:30,
diclorometano e acetato de etila:acido acético:acido férmico:agua 100:11:11:27, definidos
de acordo com o tipo de separacdo desejada em cada amostra. A detec¢do dos compostos
foi feita por irradiacdo com lampada Ultravioleta — UV a 254 e 366 nm, seguida de
pulverizacdo com solucdo do revelador anisaldeido (acido acético: acido sulfurico:
anisaldeido 50,0:1,0:0,5 v/v) ou solugdo NP (difenilboriloxietilamina 1%) e aquecimento

em estufa a 100°C por 5 minutos.

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Aliquotas das amostras dos extratos diclorometanicos foram previamente metiladas
com solucdo de diazometano em éter etilico para serem analisadas por CG-EM. Essa reagado
¢ necessaria pois transforma-se acidos carboxilicos em ésteres metilicos, diminuindo seu

ponto de ebulicdo, tornando os compostos mais volateis facilitando a deteccao.

As analises foram realizadas no cromatografo HP 5890 série II, acoplado com um
detetor seletivo de massas HP5971. A coluna utilizada foi uma HP-5 (25 m X 0,2 mm X

0,33 mm). As condi¢des de analise foram:
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Temperatura de injecdo: 250°C;

Temperatura do detetor: 300°C;

Programa de temperatura: 110°C (2 min), 5°C/min, 300°C (5 min)
Injetor modo split: razao 1:40;

Gas de arraste (He): 1,0 mL/min

4.2.4 — Purificacdo do EEMh

O EEMh foi purificado através de técnicas cromatograficas de coluna seca (CS) e de
coluna classica (CC), para o isolamento de um acido diterpénico detectado pelas analises de

CCD e CG-EM.

Para a coluna cléssica utilizou-se coluna de vidro com 45 cm de comprimento e
1 cm de didmetro. As colunas foram empacotadas com silica gel 60 Merck (70-230 Mesh a
altura de 20 cm) e diclorometano. Foram obtidas 64 fra¢des que foram analisadas por CCD
e as semelhantes agrupadas e concentradas em evaporador rotativo até eliminacdo do

solvente, obtendo-se as massas das fragdes. Como fase moével foi utilizado diclorometano.

4.2.5 - Determinagao Estrutural do Composto Isolado

A determinagdo estrutural do composto isolado foi feita por métodos

espectroscopicos utilizando técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e

Carbono 13 (RMN-"H e RMN-"*C), Espectrometria de Massas e Infravermelho.
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Os espectros de RMN foram obtidos a 300 MHz para hidrogénio e 77,4 MHz para
C-13. Estas andlises foram feitas na Central Analitica do IQ-UNICAMP. A amostra foi

dissolvida em CDCl; e tetrametilsilano utilizado como padrao interno.

Os espectros de massas foram obtidos no HP5971 série II acoplado ao cromatdgrafo
a gas HP5890. Os espectros de IV foram obtidos em equipamento Infravermelho com

transformador de FOURIER-FTIR-JASCO.

4.3 — Metodologia aplicada ao estudo farmacoldgico

4.3.1 — Linhagens celulares

As linhagens celulares cedidas pelo NCI dos EUA, e utilizadas na triagem da
atividade antiproliferativa estdo relacionadas na tabela 2. Estas foram cultivadas, sob
condigdes estéreis, em meio de cultura denominado RPMI-1640 suplementado com 5% de
soro fetal bovino inativado (SFB).Todas as linhagens celulares foram mantidas congeladas
no laboratério, e para a manuten¢do das células foram feitos repiques periddicos. As

linhagens sdo utilizadas até a 20° geragdo.
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TABELA 2: Linhagens celulares utilizadas nos ensaios de atividade antiproliferativa

Origem da célula Nome Tipo de cultura
Leucemia K-562 Suspensao

Carcinoma de Ovario OVCAR Aderida
Carcinoma Renal 786-0 Aderida
Carcinoma de Prostata PCO0-3 Aderida
Carcinoma de Colon HT-29 Aderida
Carcinoma de Pulmao NCI-460 Aderida
Carcinoma de Mama MCEF-7 Aderida
Carcinoma de Mama Resistente NCI-ADR Aderida
Melanoma UACC-62 Aderida

4.3.2 — Ensaio para a determinacio da atividade antiproliferativa

Primeiramente, em placas com 96 orificios ou pogos (Nunc®) foram adicionados
100 uL de células em meio RPMI/SFB acrescido de 50 pg/mL de gentamicina (Schering
Plough®), em densidades de inoculagdo pré-determinadas e incubadas por 24 horas a 37°C
em atmosfera de 5% de CO, em ambiente imido. A densidade ideal de inoculagdo de cada
linhagem celular foi otimizada através de determina¢do das curvas de crescimento celular

em pesquisas anteriores (KOHN, 2001) e esta relacionada na tabela 3.
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TABELA 3: Densidade ideal de inoculacdo das linhagens celulares neoplasicas humanas

Linhagem celular Densidade de Inoculacao

K-562 6,0x10* cel/mL
OVCAR 7,0x10% cel/mL
786-0 5,0x10* cel/mL
PCO-3 4,5x10* cel/mL
HT-29 5,0x10* cel/mL
NCI-460 4,0x10* cel/mL
MCF-7 6,0x10* cel/mL
NCI-ADR 5,0x10* cel/mL
UACC-62 4,0x10* cel/mL

As amostras dos estratos e fracdes foram solubilizadas em dimetilsulféxido
(DMSO) na concentragao de 100 pg/mL resultando em solugdes estoques. Estas solugdes
foram diluidas 400 vezes em RPMI/SFB/gentamicina. Adicionaram-se 100 pL do extrato
ou fragdo a serem testados nas placas com 96 orificios nas concentragdes de 0,25; 2,5; 25;
250 pg/mL em triplicata (FIG. 6), exceto na placa TO, que ¢ a placa controle no tempo zero.
A placa TO foi fixada e lida, determinando assim a quantidade de células presentes no
momento em que os extratos foram colocados, enquanto as demais placas foram incubadas

por 48 horas nas mesmas condigdes.
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1 Branco do meio de cultura (RPMI + SFB)

Branco da suspensdo celular (linhagem celular + meio de cultura)

Branco das amostras testadas (extrato ou fracao)

Suspensdo celular na presenca da amostra 1 em 4 concentragdes distintas

Suspensdo celular na presenca da amostra 2 em 4 concentragdes distintas

Suspensdo celular na presenca da amostra 3 em 4 concentragdes distintas

N | ||| ||| [N

Suspensdo celular na presenca da amostra 4 em 4 concentragdes distintas

8 Suspensdo celular na presenca da amostra 5 em 4 concentragdes distintas

FIGURA 6 — Distribuicdo das substancias na placa de 96 orificios para a realizagdo do

ensaio de atividade antiproliferativa
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ApoOs incubacdo por 48 horas, as placas foram centrifugadas por 3 minutos a 2000
rpm, ¢ foram fixadas com 50 pL de acido tricloroacético (TCA) a 50% para as células
aderidas e 80% para as células em suspensdo. Para completar a fixagdo celular, as placas
foram incubadas por 1 hora a 4°C. Depois desses processos as placas foram submetidas a
quatro lavagens consecutivas com agua destilada para a remog¢ao dos residuos de TCA,
meio de cultura, soro fetal bovino e metabolitos secundarios. As placas foram mantidas a

temperatura ambiente até secagem completa.

Em seguida, as placas foram coradas pela adi¢do de 50 uL de sulforrodamina B
Sigma® (SRB) a 0,4 % (peso/volume) dissolvido em 4cido acético a 1% e incubadas a 4°C,
durante 30 minutos (SKEHAN et al., 1990). Apds esse periodo, as placas foram lavadas
por 4 vezes consecutivas com uma solugdo de acido acético 1%. O residuo da solucao de
lavagem foi removido e as placas foram novamente secas a temperatura ambiente. O
corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com uma solucdo de Trizma Base
(Sigma®) na concentragio de 10 pM e pH 10,5 por 5 minutos em ultrassom. A leitura
espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em 560 nm em um leitor de microplacas
Labsystems Multiskan® MCC/340 (FIG 7). Todos os ensaios foram realizados em

triplicatas e como controle positivo utilizou-se o quimioterapico doxorrubicina.

24



Material e Métodos

Inoculacao das
células nas placas
com 96 orificios

Incubacao *
24 horas

Adicao do extrato
4 concentragoes

Incubacao
48 horas

....................................................................................................................................................

Fixagdo Coloragio Solubilizagdo Densidade
adigdo de > SRB £l> do £l> optica

acido TCA corante 560 nm

RPMI +SFB

Fixacao acida
—> de placa controle
(tempo zero)

....................................................................................................................................................

FIGURA 7 — Fluxograma do ensaio para a determinacao da atividade antiproliferativa.

4.3.3— Anélise dos resultados

Foram calculadas as médias das absorbancias descontadas de seus respectivos

brancos ¢ através da formula abaixo foi determinada a inibi¢ao de crescimento (IC) de cada

amostra testada.

. Se T > C a droga estimulou o crescimento, nao apresenta IC.
o Se T > TO mas < C, a droga foi citostatica e a formula utilizada ¢ 100 x [(T-T0)/(C-
TO)]

. Se T <TO a droga ¢ citocida e a féormula utilizada ¢ 100 x [(T-T0)/(C-T0)]
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Sendo que T ¢ a média da absorbancia da célula tratada, C ¢ a média da absorbancia
das células nao tratadas e TO é a média de absorbancia do controle das células no dia da

adicao.

O resultado obtido foi subtraido de 100% obtendo-se entdo a porcentagem de
inibi¢do de crescimento. As amostras foram consideradas ativas quando apresentaram
inibi¢ao de crescimento concentragdo-dependente, maior que 50% e linhagem seletiva, isto
¢, atividade preferencial para um Unico tipo de célula neoplésica ou com efeito citostatico

e/ou citocida bem distintos entre as linhagens celulares.
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5. RESULTADOS

5.1 - Avaliacao Fitoquimica

5.1.1 — Rendimento dos extratos

Os pesos e os rendimentos dos extratos obtidos das 5 espécies de Mikania estao

representados na tabela 4.

TABELA 4: Rendimentos dos extratos diclorometinicos e extratos hidroalcoolicos

obtidos das diferentes espécies de Mikania.

Planta Rendimento Rendimento

do ED (%) do EHA (%)

M. argyreiae DC 9,9 17,6
M. laevigata (Iguape) 7,2 17,6
M. glomerata (Iguape) 6,6 9,4
M. glomerata (Picinguaba) 9,8 17,8
M. hirsutissima DC 5.3 21,0
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5.1.2 — Analise dos extratos por CCD
Os extratos diclorometanicos e hidroalcoolicos obtidos para as diferentes espécies

de Mikania, foram analisados por CCD em diferentes eluentes e reveladores para permitir a

visualizacdo dos componentes da mistura. Na figura 8 esta apresentada a placa dos extratos

i

diclorometanicos.

!

'EDMa EDMLI EDMgl EDMh EDMgP

FIGURA 8 - CCD do EDMa, EDMII, EDMgl, EDMh, EDMgP eluida com hexano:acetato

de etila 80:20 e revelada com solucdo de anisaldeido.
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A figura 9 representa a placa dos extratos hidroalcoolicos eluidos com acetato de
etila: acido acético: acido férmico: agua 100:11:11:27 e revelada com solugdo NP

(difenilboriloxietilamina 1%).

EHAMa EHAMI EHAMgP EHAMgl EHAMh

FIGURA 9 - CCD do EHAMa, EHAMII, EHAMgP, EHAMh e EHAMgI eluida com acetato
de etila:acido acético:acido formico:dgua 100:11:11:27 e revelada com solucao

NP (difenilboriloxietilamina 1%).

Os extratos hidroalcdlicos (FIG 9) foram analisados por CCD utilizando eluente e
revelador especifico para flavondides, onde verificou-se que a M. argyreiae € M. laevigata

de Iguape apresentaram maior concentracado de compostos fendlicos.
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Ma MaM MI MIM MgP MgPM Mgl MgIM Mh MhM

FIGURA 10 - CCD do EDMa, EDMLI, EDMgP, EDMgl ¢ EDMh e suas respectivas
aliquotas metiladas EDMaM, EDMIIM, EDMgPM, EDMgIM ¢ EDMhM
eluida com hexano:acetato de etila 80:20 e revelada com solucdo de
anisaldeido. Grupos acidos (circulos vermelhos) que tornaram-se ésteres

(circulos azuis) pela reacdo com diazometano.

A presenga de acidos diterpénicos foi confirmada através de reagdo de metilagao
com solucdo de diazometano, onde os grupos acidos presentes foram transformados em

grupos ésteres, diminuindo sua polaridade e alterando seus Rf’s (FIG. 10).
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5.1.3 - Analise dos extratos por CG-EM

Os extratos diclorometanicos das espécies em estudo e suas respectivas aliquotas

metiladas foram analisados por CG-EM e seus cromatogramas serdo apresentados a seguir

(FIG 11- 20).
Abundance
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FIGURA 11 - Perfil cromatografico do EDMa.
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FIGURA 12 - Perfil cromatografico do EDMaM.

TABELA 5: Principais compostos detectados por CG-EM e identificados pela

biblioteca Wiley 138 e padrdes de substancias isoladas, referentes aos

EDMa e EDMaM.

Composto PM tr EDMa EDMaM
B-Cubebeno 204 10.81 + +
Biclicogermacreno 204 11.14 + -
Isdmero Nonilfenol 220 15.97 + -
d-Cadineno 220 11.72 + +
Ester metilico do acido Hexadecanodico 270 20.37 - +
Ester metilico do acido Octadecandico 298 2431 - +
Ester metilico do acido Caurendico 316 27.53 - +
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Eicosano 410 35.83 + +

Abundance

1200000

16,02

Abundance

900000
1099 15.79 {1619

600000 6. 14

3000000 —
300000 ‘ h l

s e A AR A == S Sumns L e w1
2400000 Time -> 13.00 13.50 14.00 14.50 15.00 15.50 16.00 16.50 17.00 17.50 18.00 18.50 19.00
35.93
1800000 |
1200000 | .84
16.
945 60126 17.61 21.76
Y 25.57 36.82
1972:13.13 154% 29.07
600000 68 M Aﬂ\ 1 L
0 Mq’\(ft 1 W e A_A | Anlﬂﬁ AJt 1 f ’[A
L L L e I o s I B s B RS s B S B LB ) M
Time -> 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

FIGURA 13 - Perfil cromatografico do EDMII.
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Abundance
10[79
600000 27.51
] 20.38
480000 sa31
35.84
360000 - 36,78
240000 1
08.26
17.56 2171
120000 | jﬂ"r L A
S RS 1A U 1 P I O O AT v
Time -> 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

FIGURA 14 - Perfil cromatografico do EDMIIM.

TABELA 6: Principais compostos detectados por CG-EM e identificados pela biblioteca

Wiley 138 e padrdes de substancias isoladas, referentes aos EDMII e EDMIIM

Composto PM tr EDMII EDMIIM
B-Cariofileno 204 9.45 + -
Germacreno-D 204 9.68 + -
B -Cubebeno 204 10.99 + +
Biclicogermacreno 204 11.19 + -
d-Cadineno 204 11.72 + -
Nonilfenol 220 16.02 + -
Isomero Nonilfenol 220 16.19 + -
3-Eicoseno 280 21.76 + +
Ester metilico do acido Hexadecandico 270 20.38 - +
Ester metilico do acido Octadecandico 298 2431 - +
Ester metilico do acido Caurendico 316 27.51 - +
Eicosano 430 35.93 + +
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FIGURA 15 - Perfil cromatografico do EDMgl.

5.00

Ptk
10.00

P
15.00

20.00

Tt

—
25.00 30.00 35.00

-
40.00

FIGURA 16 - Perfil cromatografico do EDMgIM.
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TABELA 7: Principais compostos detectados por CG-EM e identificados pela biblioteca

Wiley 138 e padrdes de substancias isoladas, referentes aos EDMgl e

EDMgIM.
Composto PM tr EDMgl EDMgIM
B-Cariofileno 204 8.91 +
B-Cubebeno 204 9.13 + +
a-Humuleno 204 9.65 + +
Germacreno-D 204 10.30 + +
Biciclogermacreno 204 10.59 + +
Espatulenol 220 12.47 + +
Ester do 4cido Hexadecanédico 270 19.84 - +
Ester do 4cido 10,13-Octadecadiendico 294 23.14 - +
Ester metilico do acido cupressénico 316 25.01 - +
Caurenol 288 25.97 + -
Ester metilico diterpénico 316 27.17 - +
Ester metilico do acido caurenéico 316 27.26 - +
Ester metilico do acido grandiflérico 332 30.76 - +
Eicosano 410 35.24 + +
bdance 10,36
4800000 |
3600000 |
8.92 1260
2400000 |
s e 12ks 2508 35.04
812 L2639
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FIGURA 17 - Perfil cromatografico do EDMgP.
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FIGURA 18 - Perfil cromatografico do EDMgPM.

TABELA 8: Principais compostos detectados por CG-EM e identificados pela biblioteca

Wiley 138 e padroes de substancias isoladas, referentes aos EDMgP e

EDMgPM.

Composto PM tr EDMgP EDMgPM
a-Terpineno 204 7.10 + -
a-Cubebeno 204 7.92 + -
B-Cariofileno 204 8.92 + +

Germacreno D 204 10.36 + +
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Espatulenol 220 12.48 + +
Ester metilico do acido Hexadecanoico 270 19.83 - +
Ester metilico do acido 9,12 -Octadecadiendico 294 23.14 - +
Ester metilico do 4cido 9,12,15, Octadecatriendico 292 23.28 - +
Ester metilico do acido cupressénico 316 24.94 - +
Caurenol 288 25.98 + -
Ester metilico diterpénico 316 26.99 - +
Ester metilico do 4cido caurendico 316 27.10 - +
Eicosano 410 35.24 + +
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FIGURA 19 - Perfil cromatografico do EDMh.
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FIGURA 20 - Perfil cromatografico do EDMhM.

TABELA 9: Principais compostos detectados por CG-EM e identificados pela biblioteca

Wiley 138 e padroes de substancias isoladas, referentes aos EDMh e EDMhM.

Composto PM tr EDMh EDMhM
B-Cariofileno 204 8.95 + +
a-humuleno 204 9.64 + -
Germacreno D 204 10.40 + +
Biciclogermacreno 204 10.64 + -
d-Cadineno 204 11.15 + -
Espatulenol 220 12.50 + +
Ester metilico do acido Hexadecanoico 270 19.81 - +
Ester metilico do acido 9,12 -Octadecadiendico 294 23.13 - +
Ester metilico do acido 9,12,15, Octadecatriendico 292 23.27 - +
Ester metilico do acido diterpénico 316 2527 - +
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Ficosano 410 35.24 + +

TABELA 10: Principais compostos detectados por CG-EM e identificados pela biblioteca
Wiley 138 e padrdoes de substincias isoladas, referentes aos extratos
diclorometanicos nao metilados de M. argyreiae, M. laevigata (Iguape), M.

glomerata (Iguape), M. glomerata (Picinguaba) e M. hirsutissima.

Composto EDMa EDMIIL EDMgl EDMgP EDM
a-Terpineno - - - + -
a-Cubebeno - - - + -

a-Cariofileno - + + + +
a-Cubebeno + + + - -
4-Humuleno - - + - +
Germacreno-D - + + + +
Biciclogermacreno + + + - +
Isémero Nonilfenol + + - - -
d-Cadineno + 40 + - - +
Espatulenol - - + + +

Ester metilico do acido Hexadecandico + 4+ + + 4+



5.1.4 — Purificacao e Isolamento do 4cido diterpénico

Resultados

Através dos resultados das analises por CCD e CG-EM do extrato diclorometanico

da M. hirsutissima observou-se a presenca de um acido diterpénico com caracteristicas

diferentes dos 4cidos detectados nas outras espécies de Mikania. Esse acido foi purificado

por processos cromatograficos a partir do extrato etanolico (FIG.21-23) e depois de isolado

foi comparado com padrdes de 4acidos diterpénicos conhecidos isolados de M.laevigata e M.

glomerata (F1G.24).

EEMh
7,85 ¢g
Coluna Seca 1
Eluente: Hexano:acetato de etila 80:20
Papa 1 2 3 4
0,43g 2,04g 1,78g 2,13¢g 0,97¢g
Coluna Seca 2
Eluente: Diclorometano
Papa 1 2 3 4
114mg 495mg 335mg 686mg 411mg
Coluna Seca 3
Eluente: Diclorometano
Papa 1 2 3 4
11mg 58mg 386mg 159mg 64mg
Coluna Classica
Eluente: Diclorometano
64 fragdes de
10 mL
Fr 10-17 Fr 18-56 Fr 57-64
15,5 mg 34mg 7,0mg

!

Acido diterpérnico
isolado

FIGURA 21 — Fluxograma das etapas de purificacdo do 4cido diterpénico a partir do EEMh.
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- . 2 B
EE 1 2 3 4 Papa Papa 4 3 2 1 1 2 3 4 Papa

FIGURA 22 — CCD da CS1 (A), CS2 (B) e CS3 (C) utilizada no processo de purificacio e

isolamento do 4cido diterpénico.

0 _-4 o 4

Fr 18-56

FIGURA 23 — CCD das fragdes da Coluna Classica utilizada no processo de purificagdo e

isolamento do acido diterpénico.
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EDMh 4&c.Pim 4c.caur &c. cupres

FIGURA 24 — CCD da comparagdo entre o EDMh, acido diterpénico isolado da M.
hirsutissima (ac. Pim), acido caurendico (ac. caur) e acido cupressénico (&c.
cupres). Placa impregnada com solucdo de AgNOs; 1%, eluida com

hexano:acetato de etila 80:20 e revelada com solucao de anisaldeido.

Na comparagdo, por CCD, do acido diterpénico isolado com padrdes dos acidos
caurenoico e cupressénico (FIG. 24) observou-se que a mancha do é4cido isolado ¢ cinza-

azulada e as manchas dos padroes s@o em tons de rosa.

5.1.5 - Identificagao do acido diterpénico isolado

As figuras 25 e 26 representam o cromatograma do composto isolado e o espectro

de massas do acido diterpénico metilado, respectivamente.
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FIGURA 25 - Perfil cromatografico do composto isolado metilado da M hirsutissima.
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FIGURA 26 — Espectro de massas do éster metilico do acido diterpénico isolado (tr =
25.06 min) de M. hirsutissima.
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Nas figuras 27 e 28 estdo apresentados os espectros de massas dos ésteres metilicos

do acido caurendico e cupressénico isolados de M. laevigata (Campinas).

Abundance
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14 79
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50000 55 273
1 67
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U O U
M/Z > 40 60 80 100 120 140 180 220 24 260 280 300 320

FIGURA 27 — Espectro de massas do éster metilico do acido caurendico (tg = 31.34min)

isolados anteriormente de M. laevigata (Campinas).
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FIGURA 28 — Espectro de massas do éster metilico do &cido cupressénico (tgr =29.20min)

isolados anteriormente de M. laevigata (Campinas).
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Na comparacgao entre os espectros de massas do éster metilico do acido diterpénico
isolado (FIG. 26) e dos padrdes dos ésteres metilicos dos acidos caurendico e cupressénico
(FIG. 27 e 28) foi possivel verificar diferengas entre as fragmentagdes observadas para cada

composto.

Para a determinagdo da estrutura desse acido foram analisados os espectros de
RMN'H e RMN"C (apresentados no anexo II) comparando os valores de deslocamentos
quimicos dos hidrogénios e carbonos'® com dados descritos na literatura para diferentes
acidos diterpénicos (KNUDSEN, 1986; CONCEICAO, 1982; CONNOLLY, 1991), a partir
dos quais foi possivel identificar esse acido como sendo o acido pimaridiénico, isolado de

M. triangularis (KNUDSEN, 1986) e que possui a seguinte estrutura molecular.

FIGURA 29 - Estrutura molecular proposta para o acido diterpénico isolado.
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5.2 — Avaliacao Farmacoldgica

A atividade antiproliferativa das espécies estudadas foi avaliada utilizando extratos
hidroalcdolicos e diclorometanicos ¢ com fragdes resultantes de coluna seca dos extratos

diclorometanicos. O controle positivo foi o quimioterapico doxorrubicina (GRAF. 1).
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GRAFICO 1 - Curva concentragio-resposta da atividade antiproliferativa da doxorrubicina

sobre as linhagens de células neoplasicas humanas.

Os resultados referentes aos EHAMh, EDMh, fra¢des diclorometanicas e acido
pimarediénico isolado da M. hirsutissima estdo relacionados a seguir (GRAF. 2-7).
Também estdo apresentados os graficos referentes ao EDMgI e suas fracdes (GRAF. 8-11)
e as fragdes 1 e 2 do EDMgP (GRAF. 12 e 13), que apresentaram melhores resultados. Os
graficos obtidos para os demais extratos e fragdes das plantas avaliadas estdo relacionados

no anexo [ (GRAF. 21-34).
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GRAFICO 2 - Curva concentracio-resposta da atividade antiproliferativa do EHAMh sobre

Porcentagem de Crescimento

as linhagens de células neoplasicas humanas.
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GRAFICO 3 - Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa do EDMh sobre

as linhagens de células neopldsicas humanas.
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O EHAMh (GRAF. 2) e EDMh (GRAF. 3) apresentaram atividade somente na

maior concentragdo testada, tendo efeito citocida para todas as linhagens celulares

avaliadas, e apesar de apresentarem perfis de atividade semelhantes, o ED foi fracionado

pois sabia-se que esse extrato era rico em compostos terpénicos.
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GRAFICO 4 - Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa da fragdo 1 do

EDMh sobre as linhagens de células neoplasicas humanas.

A fracdo 1 apresentou efeito citostatico para as linhagens OVCAR, MCF-7, NCI-460,

HT-29 e UACC-62 na concentragao de 25 pg/mL e efeito citocida para todas as linhagens

em 250 pg/mL (GRAF. 4).
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GRAFICO 5 - Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa da fragdo 2 do

EDMh sobre as linhagens de células neoplasicas humanas.
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GRAFICO 6 - Curva concentragio-resposta da atividade antiproliferativa da fragdo 3 do

EDMh sobre as linhagens de células neopléasicas humanas.
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A fracdo 2 (GRAF. 5) apresentou menor poténcia em relagdo ao extrato bruto e a
fragdo 1 e demonstrou seletividade para OVCAR (citocida a partir de 25 pg/mL). A Fracao
3 foi inativa para a maioria das linhagens tendo efeito citostatico para MCF-7, OVCAR e

NCI-460 somente na maior concentracao (GRAF. 6).
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GRAFICO 7 - Curva concentragio-resposta da atividade antiproliferativa do acido
pimaridiénico isolado do EEMh sobre as linhagens de células neoplasicas

humanas.

O 4acido pimaridiénico isolado apresentou acdo antiproliferativa apenas na
concentracdo de 250 pg/mL, sendo citostatica para HT-29 e citocida para as demais

linhagens (GRAF. 7).
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GRAFICO 8 - Curva concentragio-resposta da atividade antiproliferativa do EDMgl sobre

as linhagens de células neoplasicas humanas.

Os ensaios com M. glomerata Iguape revelaram que o EDMgl apresentou
seletividade para K-562 (citocida a partir de 2,5 pg/mL), efeito citostatico para OVCAR e
NCI-ADR na concentragdo de 25 pg/mL, e para as demais linhagens teve atividade

somente na maior concentracao testada (GRAF. 8).
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GRAFICO 9 - Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa da fragdo 1 do

EDMgl sobre as linhagens de células neoplasicas humanas.
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GRAFICO 10 - Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa da fragdo 2 do

EDMgl sobre as linhagens de células neoplasicas humanas.
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GRAFICO 11 - Curva concentragio-resposta da atividade antiproliferativa da fragdo 3 do
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EDMgl sobre as linhagens de células neoplasicas humanas.

A fragdo 1 do EDMgl demonstrou seletividade e atividade concentracio-
dependente para K-562 (citostatica a partir de 2,5 pg/mL) e MCF-7 (citostatica a partir de
25 pg/mL), e para todas as linhagens foi ativo apenas concentragdo de 250 pg/mL (GRAF.
9). A fracdo 2 apresentou comportamento similar a fracdo 1, diferenciando a atividade da
linhagem OVCAR, que apresentou efeito citostatico a partir de 25 pg/mL (GRAF.10). A

fragdo 3 também foi seletividade para K-562 sendo citostatica a partir de 0,25 pg/mL e para

as demais linhagens atividade somente na maior concentragdo testada (GRAF. 11).
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GRAFICO 12 - Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa da fragdo 1 do

EDMgP sobre as linhagens de células neoplasicas humanas.
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GRAFICO 13 - Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa da fragdo 2 do

EDMgP sobre as linhagens de células neoplasicas humanas.
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As fragdes 1 e 2 resultante do ED da M. glomerata de Picinguaba destacaram-se por
apresentar seletividade para K-562, sendo 10 vezes mais potente para esta em relagdo as
demais linhagens, que apresentaram efeito citocida somente na concentra¢do de 250 pg/mL

(GRAF. 12 ¢ 13).
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6. DISCUSSAO

6.1 — Fitoquimica

Através do estudo fitoquimico foi possivel realizar um screening entre as diferentes

espécies de Mikania ,através de andalises por CCD ¢ CG-EM em busca de novos compostos.

A avaliagdo cromatografica por CCD dos extratos diclorometanicos das diferentes
espécies de Mikania (FIG. 8) demonstrou que as espécies sdo ricas em compostos
terpénicos, caracterizado pela coloracdo de rosa a azul. As principais diferencas foram
observadas para M. hirsutissima que apresentou uma substancia de coloragcdo azulada

ausente nas demais.

Sabendo-se que as compostos terpénicos estavam enriquecidos nos ED, estes
foram fracionados através de coluna seca (FIG. 5), com exce¢do de EDMII, proporcionando
separagdo das substiancias em ordem de polaridade, fr 1— mais polar, fr 2 ¢ 3— média
polaridade e fr 4— menos polar. Essas fragdes foram submetidas a ensaios para avaliagdo

da atividade antiproliferativa.

Os extratos diclorometanicos e suas aliquotas metiladas foram analisados por CG-
EM para identificagdo dos constituintes quimicos. A rea¢do de metilagdo ¢ um processo de
derivatizacdo de radicais de &cidos carboxilicos a ésteres metilicos que tornam os

compostos mais volateis facilitando a deteccao.
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As andlises por CG-EM foram qualitativas, e permitiram a identificagdo dos
compostos através da analise dos espectros de massas obtidos que foram comparados com
os espectros de massas da biblioteca Wiley (presente no equipamento utilizado) e com

padroes de substancias isoladas.

Os cromatogramas revelaram praticamente a mesma composi¢ao quimica entre as
espécies estudadas, com algumas diferencas na intensidade entre os picos de mesmo tempo
de retencao (FIG. 11, 13, 15, 17 e 19). Os dois acessos de M. glomerata estudadas (Iguape
e Picinguaba), demonstraram que apesar das diferengas na anatomia de suas folhas e de

pertencerem a localidades distintas, as variagdes quimicas sdo muito pequenas.

As substancias comuns em todas espécies estudadas foram, principalmente, (-
Cubebeno, Germacreno-D e Eicosano (TAB. 5, 6, 7, 8 ¢ 9). Os cromatogramas das
amostras metiladas (FIG. 12, 14, 16, 18 ¢ 20) revelaram a presenga de ésteres metilicos de
acidos de cadeia longa (tg = 19,0 a 25,0 min) e ésteres metilicos de acidos diterpénicos (tg =

25,0 a 28,0 min).

Dentre as diferentes espécies, a Mikania hirsutissima foi selecionada para estudos
mais profundos pois apresentou um composto com tg = 25.06 min e PM = 316, ausente nas
outras espécies. Outro motivo para o isolamento desse novo acido diterpénico deve-se a
realizacdo de ensaios in vitro de atividade antiproliferativa com os acidos caurendico e
cupressénico onde se verificou que esses 4acidos apresentaram perfil concentragdo-
dependente e efeito citocida na concentracdo de 25 pg/mL para 5 linhagens células

neoplasicas humanas (GRAF. 14 e 15).
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As anélises dos espectros de RMN'H ¢ RMN'"C evidenciaram que o acido
diterpénico isolado pertence a classe dos pimaridianos e nao dos cauranos como os acidos
caurendico e cupressénico. Este acido foi identificado como sendo o acido pimaridiénico,

que ¢ descrito para a M.triangularis (KNUDSEN, 1986) e inédito para a M. hirsutissima.

6.2 — Ensaios de atividade antiproliferativa

O grafico concentracao-resposta ¢ uma das formas onde melhor se visualiza a
atividade antiproliferativa das amostras testadas. Com esse tipo de grafico ¢ possivel
verificar se a substancia em questdo possui efeito citostatico (acima do ponto zero e abaixo
de 50%), efeito citocida (abaixo do ponto zero) e/ou perfil concentracdo-dependente. O
ponto zero do eixo das ordenadas representa a placa controle inicial (Ty), valor que é
comparado com a média da absorbancia do controle final (T) que representa 100% de

crescimento celular (ap6s 48 horas de incubagao e na auséncia das amostras testadas).

Foram avaliados os perfis de sensibilidade das linhagens celulares aos extratos
hidroalcdolicos e diclorometanicos, fracdes diclorometanicas e ao acido pimaridiénico

isolado da M. hirsutissima.

Verificou-se que o acido pimaridiénico apresentou perfil de inibi¢do celular
diferente dos acidos caurenoico e cupressénico testados anteriormente (vide anexo 1), o que
pode ser explicado pela diferenga estrutural entre esses compostos, a qual confere atividade

concentragdo-dependente aos acidos caurendico e cupressénico. Na figura 30 é possivel
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verificar diferencas presentes na estrutura molecular dos acidos que podem estar associadas

aos diferentes perfis de atividade antiproliferativa.

H
3 COOH
, - . Acido caurendico
Acido pimaridiénico Acido cupressénico PM =302
PM =302 PM =302

FIGURA 30 - Estruturas moleculares dos acidos diterpénicos pimaridiénico,

cupressénico e caurendico.

A seletividade para a linhagem K-562 das M. glomerata (Iguape e Picinguaba)
provavelmente estd relacionado com a presenca de 4cido caurendico, acido cupressénico e

espatulenol, que em testes anteriores apresentaram bons resultados.
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7. CONCLUSAO

Nesse projeto foi realizado um screening entre diferentes espécies de Mikania (M.
argyreiae, M. laevigata de Iguape, M. glomerata de Iguape e de Picinguaba e M.
hirsutissima) na busca de novas substancias com atividade antiproliferativa, além de avaliar

a constituicdo quimica de cada espécie.

No estudo fitoquimico verificou-se que:

» As andlises dos cromatogramas e espectros de massas revelaram que existem
diferencas na composi¢do quimica entre as 4 espécies estudadas, e grande
semelhanca entre os dois acessos da M. glomerata variando apenas, os teores dos

constituintes.

» Todas as espécies avaliadas apresentaram acidos diterpénicos, acidos de cadeia

longa, eicosano e sesquiterpenos.

» A M.hirsutissima destacou-se por possuir um dacido diterpénico ndo descrito na
literatura para esta espécie e ausente nas outras espécies estudadas, que foi

identificado como o acido pimaridiénico.

A avaliacdo da atividade antiproliferativa das espécies estudada demonstrou:

» Os extratos de M. glomerata (Iguape e Picinguaba) apresentaram atividade

antiproliferativa distintas entre si, evidenciando a importancia de um controle de
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qualidade quanto ao teor dos constituintes quimicos em plantas coletadas em locais

diferentes.

A M. hirsutissima apresentou efeito citocida na ultima concentragao testada, para os

extratos brutos e fracdes com caracteristicas polares.

O 4cido pimaridiénico isolado da M. hirsutissima apresentou atividade
antiproliferativa diferente dos 4cidos caurenodico e cupressénico anteriormente
testados, demonstrando relagdo intrinseca com as diferencas presentes nas estruturas

de suas moléculas.
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Anexo 1

ANEXO 1

A seguir serdo apresentados os graficos referentes aos compostos quimicos isolados
das espécies M. laevigata (Campinas) e M. glomerata (Itatiaia), em estudos anteriores pelo

grupo de pesquisa do CPQBA.
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GRAFICO 14 - Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa do écido

caurenoico sobre as linhagens de células neoplasicas humanas.
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GRAFICO 15 - Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa do acido

cupressénico sobre as linhagens de células neoplésicas humanas.
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GRAFICO 16 - Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa do acido

cinamoilgrandiflorico sobre as linhagens de células neoplasicas humanas.
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GRAFICO 17 - Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa do éacido

grandiflorico sobre as linhagens de células neoplasicas humanas.
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GRAFICO 18 - Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa do caureno

sobre as linhagens de células neoplasicas humanas.

Porcentagem de Crescimento

100

75

50

25

-50

-75

-100

“CH,OH

—ml—UACC.62

—@—MCF.7

NC1.460 Caurenol
—WVw—K.562
- OVCAR PM=288
—+—PC0.3
- HT.29
—»—NCLADR

ol Ll 1l Ll 1l 1l Lol
10° 10° 10" 10° 10' 10° 10°
0 0,25 2,5 25 250

Concentragao (ug/mL)

GRAFICO 19 - Curva concentragio-resposta da atividade antiproliferativa do caurenol

sobre as linhagens de células neopldsicas humanas.
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GRAFICO 20 - Curva concentragio-resposta da atividade antiproliferativa do espatulenol

sobre as linhagens de células neoplasicas humanas.

Graficos obtidos da avaliagdo antiproliferativa para os extratos hidroalcdolicos e
diclorometanicos e fragdes diclorometanicas resultantes de coluna seca para M. argyreiae,

M. laevigata, M. glomerata de Iguape e M. glomerata de Picinguaba (GRAF.21-36).
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GRAFICO 21 — Curva concentragio-resposta da atividade antiproliferativa do EHAMa

sobre as linhagens de células neoplasicas humanas.
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GRAFICO 22 — Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa do EDMa sobre

as linhagens de células neoplasicas humanas.
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GRAFICO 23 - Curva concentragio-resposta da atividade antiproliferativa da fragdo 1 do

EDMa sobre as linhagens de células neoplasicas humanas.
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GRAFICO 24 - Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa da fragio 2 do

EDMa sobre as linhagens de células neopldsicas humanas.
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GRAFICO 25 - Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa da fragdo 3 do
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GRAFICO 26 - Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa da fragio 4 do

EDMa sobre as linhagens de células neopldsicas humanas.
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GRAFICO 27 - Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa do EHAMII

sobre as linhagens de células neoplasicas humanas.
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GRAFICO 28 - Curva concentragio-resposta da atividade antiproliferativa do EDMII sobre

as linhagens de células neopldsicas humanas.

78



Anexo 1

100 - =%
75

o

S B0 [ e r e e m o

E

% 25

(@)

o) 0

°

£ —m—UACC.62

o -25F —@— MCF.7

g NC1.460 \

T 0L —¥—K.562

3 50 OVCAR

) —+—PC0.3

o 75 HT.29
—%—786-0 ™

-100 } ———NCIADR
il Lol Ll Ll gl 3l Lol

10° 10° 10" 10° 10’ 10° 10°
0 25 250

025 25
Concentragéo (ug/mL)

GRAFICO 29 - Curva concentracio-resposta da atividade antiproliferativa do EHAMgl

sobre as linhagens de células neoplasicas humanas.
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GRAFICO 30 - Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa da fragdo 4 do

EDMgl sobre as linhagens de células neoplésicas humanas.
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GRAFICO 31 - Curva concentragio-resposta da atividade antiproliferativa do EHAMgP

sobre as linhagens de células neoplasicas humanas.
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GRAFICO 32 - Curva concentragio-resposta da atividade antiproliferativa do EDMgP

sobre as linhagens de células neoplasicas humanas.
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GRAFICO 33 - Curva concentragio-resposta da atividade antiproliferativa da fragdo 3 do

EDMgP sobre as linhagens de células neoplésicas humanas.

100 | = v v
*ZT7*
"l §+%¥/
9
S B0 | Y
E
g 25
O
() 0
©
= —M— UACC.62
o -25F —@— MCF.7
2 NCI.460
€ 0l —w—Kse2
9 50 OVCAR
o —+—PC0.3
o 75 HT.29
—%—786-0
100 F  ———NCLADR
FERI T W 1 71 N S S S0 E ¥ 1 I T W W1 71 B W S S WU V11 M WA SN W W T TT] B W S W T
10° 10% 10" 10° 10’ 10° 10°
0 25 250

025 25
Concentracdo (ug/mL)

GRAFICO 34- Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa da fragdo 4 do

EDMgP sobre as linhagens de células neopldsicas humanas.
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ANEXO II

. ~ 1 1
A seguir serdo apresentados os espectros resultantes das analises de RMN-'H e

RMN-" C (FIG. 31 e 32) e de Infravermelho (FIG. 33).

Central Analitica Adap cdcl? setllcanH

Fulse Begquence: s2pul

Solvent: CDC13
Ambient temperature
GEMINI-300BE “gemini®

PULSE SEQUENCE
Ralax. delay 0.200 sec
Fulse 37.1 degrees | -
acq. time 2.667 sec |

Width 6000.0 Hz =/
16 repetitions { |
OBSERVE H1l, 300.0673515 MHz | |
DATA PROCESSING | ‘
Line broadening 0.3 Hz 1

FT size 32768 /
Total time 0 min, 48 sec :'/
A1
/
;o
-
I
/ il
/ i
p i'
/
A
I
- - o
WA A s I
Co
I“ i |
S - A | 0 N —

— t—TTT T

9 8 7 6 5 4 3 2 1

FIGURA 31 — Espectro RMN-"H do acido pimaridiénico isolado da M. hirsutissima.
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Cantral Analitica Adap adel3d setlidcancC

Pulse Sequencoe: sZpul

Bolvaent: CDO13
Ambient temperature
GEMINT-300BB  "gominin

FULSE SEQUENCE

Ralax. dalay 2.000 sac

Fulse 46.9 degrees

hog. time 0.840 sac

Width 1%036.7 Hz

689 repetitions

OBBERVE (€13, 75.4520006 Mz

DECOUFLE HL, 300.0688576¢ MHI

Powar 41 4D

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING |
Line broadening 1.0 Hz |
FT size 32768 |

Total time 4 hr, 10 min, 27 sec

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

FIGURA 32 — Espectro de RMN-"C do 4cido pimaridiénico isolado da M. hirsutissima.
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FIGURA 33 - Espectro de Infravermelho do acido pimaridiénico isolado da M. hirsutissima.



