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RESUMO

ESTUDO DA COMPOSICAO QUIMICA E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIPROLIFERATIVA in vitro DE Aldama arenaria BAKER (SIN.: Viguiera arenaria)

O cancer € uma das doencgas que mais aflige a humanidade, principalmente pelo alto indice de
mortalidade. Dados da OMS estimam 13,1 milh6es de mortes em 2030. Aldama arenaria Baker,
Asteraceae, € uma erva cespitosa a subarbusto, que mede 0,8 a 3 m de altura. Varias
atividades farmacoldgicas foram atribuidas a esta espécie ou a compostos isolados desta, como
por exemplo, acdo vaso-relaxante, tripanossomicida, antimicrobiana e esquistossomicida. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antiproliferativa in vitro de O6leos
essenciais (OE’s) obtidos de diferentes érgaos vegetativos de A. arenaria em diferentes fases
fenoldgicas, além do extrato cloroférmico das raizes (EC), fracbes e compostos isolados. As
linhagens celulares tumorais utilizadas nos experimentos foram: K-562 (leucemia), MCF-7
(mama), NCI/ADR-RES (ovéario com fendtipo de resisténcia a multiplos farmacos), UACC-62
(melanoma), NCI-H460 (pulmao), PC-3 (prostata), HT29 (célon), OVCAR-3 (ovario), U251
(glioma) e 786-0 (rim). Na fase de dorméncia o EC das raizes e OE dos xilopddios foram mais
ativos frente as linhagens de melanoma, ovario resistente, pulmao, préstata e célon. Ja na fase
de floracdo o OE dos caules foi mais ativo para as linhagens de glioma, mama, ovério
resistente, rim, pulmao e prostata. O fracionamento quimico dos OE’s e EC revelou que as
fracOes ricas em monoterpenos foram inativas enquanto as fragées enriquecidas em sesqui e
diterpenos apresentaram atividades moderada e potente. Nas fragées mais ativas do EC (Fr 3 e
4) os compostos majoritarios identificados foram dois derivados de pimarano: o &cido ent-
pimara-8(14),15-dien-19-6ico (1) e ent-8(14),15-pimaradien-33-ol (3). Nas fracbes mais ativas
dos OE’s (Fr 3 e 4 ; R3, R5, R6, X5, F5, F6 E F7) foram os compostos: carotol, palustrol,
espatulenol, pimaral e diterpeno (3). Os compostos 1 e 3, isolados e testados, apresentaram
atividade fraca e moderada, respectivamente, demonstrando possivel sinergismo com outros
compostos. Os resultados demonstraram que 56% das 50 amostras avaliadas possuiam
potencial atividade antiproliferativa in vitro e perfil concentragcdo-dependente para a maioria das
linhagens avaliadas. Dentre estas, 34% apresentaram atividade moderada e 22% potente para
pelo menos uma linhagem, com valores de TGl (Total Growth Inhibition) menores do que 15
ug.mL". Estes resultados indicam que Aldama arenaria apresenta potencial atividade
antiproliferativa in vitro e estudos posteriores de atividade anticancer in vivo poderdo comprovar

sua acao antitumoral.
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ABSTRACT

A STUDY OF THE CHEMICAL COMPOSITION AND in vitro EVALUATION OF
ANTIPROLIFERATIVE ACTIVITY OF Aldama arenaria BAKER
(SYN.: Viguiera arenaria)

Cancer is a disease that afflicts people all over the world with a high mortality rate and World
Health Organization (WHO) estimates that by 2030 cancer will be responsible for 13.1 million
deaths. Aldama arenaria Baker (Asteraceae) is a medicinal plant that is known to contain
several compounds with pharmacological properties including vasorelaxant, trypanocidal,
antimicrobial and schistosomicidal activities. The aim of this study was to evaluate in vitro
antiproliferative activity of the essential oils (EO’s) obtained from vegetative organs of A.
arenaria in differents phenological phases, chloroform extract (CE), fractions and isolated
compounds. The tumor cell lines used in these experiments were: leukemia (K-562), breast
cancer (MCF-7), multidrug resistant ovarian cancer (NCI/ADR-RES), melanoma (UACC-62),
lung (NCI-H460), prostrate (PC-3), colon (HT29), ovarian (OVCAR-3), glioma (U251) and kidney
(786-0). In dormant phase, CE (roots) and EO (xylopodium) were more actives against the
strains of melanoma, resistant ovarian, lung, prostate and colon. At flowering, the stem EO was
more active to the strains of glioma, breast, resistant ovary, kidney, lung and prostate cancer.
The chemical fractionation of EQ's and CE revealed that fractions rich in monoterpenes were
inactive, while the fractions enriched in sesqui and diterpenes showed moderate and potent
activities. In the most active fractions of EC (Fr 3 and 4), two major pimarane derivatives
compounds were identified as: ent-pimara-8(14),15-dien-19-oic acid (1) and ent-8(14)15
pimaradien-3B-ol (3). From the the most active fractions of EO's (Fr 3 and 4; R3, R5, R6, X5, F5,
F6 and F7) the following compounds were identified: carotol, palustrol, spathulenol, pimaral and
diterpene 3. The compounds 1 and 3, isolated and tested, presented weak and moderate
activity, respectively, suggesting a possible synergism with other compounds. These results
showed that from 50 evaluated samples, 56% had potential in vitro antiproliferative activity and
concentration-dependent for most strains evaluated. Among these, 34% had moderate activities
and 22% had potent activities, with TGI (Total Growth Inhibition) values lower than 15 ug.mL™" in
at least one of the cancer cell lines. This study indicate that Aldama arenaria has, in vitro, a good
antiproliferative activity and further evaluations of the in vivo anticancer activities are needed in

order to validate this antitumor potential.
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LISTA DE ABREVIATURAS

8- deslocamento quimico
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Fr1 a Fr9 CS EC- fragdes 1 a 9 obtidas da cromatografia em coluna seca do EC
Fracao 3,4- Fracdes 3 e 4 obtidas da CS do OEX1 e EC e agrupadas
Glso- Growth Inhibition 50% — Inibicado de 50% do Crescimento

Glzs- Growth Inhibition 75% — Inibicado de 75% do Crescimento
HaCaT- células ndo-tumorais representado queratinécito humano
HT29- células tumorais representado célon
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INCA- Instituto Nacional do Cancer
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K-562- células tumorais representado leucemia

M- atividade moderada

MCF-7- células tumorais representado mama

MHz- mega-hertz

MM- massa molecular

Mono- monoterpenos

N- Produto natural ndo modificado

NB- Produto natural botanico

nc- ndo calculado

NCI- National Cancer Institute, EUA

NCI/ADR-RES- células tumorais representado ovario com fenétipo de resisténcia a
multiplos farmacos

NCI-H460- células tumorais representado pulméao

nd- ndo detectado

ND- Produto natural modificado

ni- ndo identificado

NIST- National Institute of Standards and Technology

OE- Oleo essencial

OER- Oleo essencial das raizes de A. arenaria (fase de dorméncia)
OEX1- Oleo essencial dos xilopddios de A. arenaria (fase de dorméncia)

XX



YV V. V V V V V

YV V. V V V V V V

Y

YV V.V V V V V V V V VYV V

OMS- Organizag&do Mundial da Saude
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1.INTRODUCAO

1.1. As plantas medicinais

O uso de plantas medicinais na recuperagao da saude tem evoluido ao longo dos
tempos, desde as formas mais simples de tratamento local, provavelmente utilizada
pelos homens das cavernas, até as formas tecnologicamente sofisticadas da fabricagéo
industrial utilizada pelo homem moderno (Lorenzi e Matos, 2008). Alguns relatos da
utilizacdo de farmacos de origem vegetal pela medicina egipcia datam de 2900 a.C.
(Borchardt, 2002). Desta forma, em todas as épocas e em todas as culturas, o homem
aprendeu a tirar proveito dos recursos naturais locais, repassando este conhecimento
ao longo das geracdes (Lorenzi e Matos, 2008).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a medicina tradicional
refere-se aos conhecimentos, habilidades e praticas baseadas nas teorias, crencas e
experiéncias indigenas de diferentes culturas, utilizados na manutencao da sadde e na
prevencao, diagndstico, melhoria ou tratamento de doencas fisicas e mentais. Abrange
uma ampla variedade de terapias e praticas que variam de pais para pais e de regiao
para regido. Desde os anos 1990 o seu uso cresceu muito em paises desenvolvidos e
em desenvolvimento. Nestes paises a populagcao utiliza a medicina tradicional como
fonte de medicamento alternativo ou complementar (Figura 1, WHO-2012).

) 43.5%
Australia 68.9%
Brunei Darussalam 59%
90%
China ’
Malaysia 55.6% >90%
New Zealand 30%
o
Republic of Korea 5% 26%
) 45%
Singapore 539
50% [ | 2001
Viet Nam 540, 2008
00.00% 20.00% 40.00% 60.00% 80.00% 100.00%

Figura 1. Porcentual da populacao que utiliza medicina tradicional em alguns paises da
Regiao do Pacifico Ocidental (WHO, 2012).



Tratamentos a base de plantas sdo as formas mais populares de medicina
tradicional e sdo altamente lucrativos no mercado internacional, gerando bilhdes de
dolares em receitas (WHO, 2008 e 2013).

Em 2008 a OMS estimou que aproximadamente 65% da populagdo mundial
dependia principalmente destes medicamentos de origem vegetal como Unica forma de
acesso aos cuidados basicos de salde. Ja em alguns paises da Asia e Africa, este
namero pode chegar a 80% da populagdo, principalmente devido a pobreza e
consequente falta de acesso a medicina moderna.

Assim, ao final da década de 1970 a OMS criou o Programa de Medicina
Tradicional, que recomenda aos paises, o desenvolvimento de politicas publicas para
facilitar a integracdo da medicina tradicional nos sistemas de atencdo a saude. Este
programa preconiza a utilizacdo e maximizacdo da medicina tradicional, a fim de
promover uma politica de saude com equidade, valorizando a qualidade, seguranca e
eficacia do medicamento, de acordo com as necessidades e disponibilidades de cada
pais.

O Brasil é o pais de maior biodiversidade do planeta que, associada a uma rica
biodiversidade étnica e cultural, detém um valioso conhecimento tradicional associado
ao uso de plantas medicinais, e tem o potencial necessario para o desenvolvimento de
pesquisas com resultados promissores em tecnologias e terapéuticas apropriadas
(Calixto, 2005).

No Brasil, desde 2006 o Ministério da Satide implantou no SUS (Sistema Unico de
Saude) a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Ela estabelece
diretrizes e linhas prioritarias para o desenvolvimento de ag¢des voltadas a garantia do
acesso seguro e uso racional das plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso
sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria
nacional.

Adicionalmente grandes avancos também foram realizados em relacao ao estudo
e aplicacdao da flora brasileira, através da revisdo e atualizacdo da Farmacopéia
Brasileira. Assim, a 5% Edicdao da Farmacopéia Brasileira, langcada em 2010, traz um
compéndio de métodos e informagdes técnicas que garantem a qualidade, segurancga e
eficacia dos principios ativos e plantas medicinais.



Somando-se o grande potencial terapéutico da flora brasileira, comprovado pelo
elevado numero de publicacbes em revistas cientificas na area de produtos naturais,
aos investimentos das industrias farmacéuticas nas é&reas de pesquisa e
desenvolvimento, o Brasil alcanga lugar de grande destaque na produgdo de
fitoterapicos. Sé o Brasil possui cerca de 20-22% de todas as plantas e microrganismos
existentes, no entanto, estimava-se que ndao mais de 25.000 espécies de plantas
tenham sido objeto de qualquer investigacao cientifica (Calixto, 2005).

Em 2001 estimava-se que cerca de 25% dos medicamentos prescritos em todo o
mundo eram originarios de plantas. Destes, 121 compostos ativos eram de uso
corrente. Dos 252 medicamentos considerados basicos e essenciais pela OMS 11 eram
exclusivamente de origem vegetal e outra grande parte eram farmacos sintéticos
obtidos de precursores naturais (Rates, 2001).

Ja em revisdo de Gurib-Fakim (2006), o autor estimava que aproximadamente
50% dos medicamentos utilizados nas clinicas, em todo mundo, originavam-se de
produtos naturais e derivados. Entretanto apenas pequena parte deste potencial tinha
sido explorada, sendo que, dentre 250 mil e 350 mil espécies de plantas existentes no
mundo, apenas uma pequena porcentagem tinha sido investigada fitoquimicamente
(15%) e biologicamente (6%).

Num artigo de revisdo mais recente, publicado em 2012, Newman e Cragg
apresentaram um painel da utilizacdo dos produtos naturais como fonte de novos
farmacos para o tratamento de varias doengas em todo o mundo. Eles classificaram as
fontes de novos medicamentos como: N- produto natural ndo modificado; NB- produto
natural botanico; ND- produto natural modificado; S- composto sintético sem nenhuma
concepgdo de produto natural; S* e S*/NM- composto sintético com o grupo
farmacoforico de produto natural, e NM indicando inibicdo competitiva; e S/NM-
composto sintético que mostra inibicdo competitiva do substrato de produtos naturais.
As vacinas (V) e alguns compostos biol6gicos (B) foram atribuidos a categoria N ou ND.

Esta revisdo ao longo de 30 anos (1981-2010) demonstrou que dos 1073 novos
agentes terapéuticos aprovados, a grande maioria (64%) continha algum tipo de
inspiracdo em produtos naturais. A distribuicdo da produgdo de novos farmacos é
notadamente significativa (Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Farmacos aprovados no periodo de 1981 a 2010, tipo de fonte/anos.
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(Adaptado de Newman e Cragg, 2012).

Legenda: B- compostos bioldgicos; N- produto natural ndo modificado; NB- produto natural botanico; ND- produto
natural modificado; S- composto sintético sem nenhuma concepg¢do de produto natural; S* e S*/NM- composto
sintético com o grupo farmacdforo de produto natural, e NM indicando inibigao competitiva; S/INM- composto sintético
que mostra inibicdo competitiva do substrato de produtos naturais e V- vacinas.

Das 1073 novas moléculas avaliadas, a excecado das vacinas, 66% foram
consideradas “formalmente sintéticas”, devido a presenca de “S” em sua codificacdo.
Deste total, 17% correspondiam a moléculas sintéticas que continha grupos
farmacoféricos derivadas diretamente dos produtos naturais classificadas como
sintética, porém, com o grupo farmacoférico de produto natural. Além disso, 14% séo
realmente modeladas em um inibidor natural do produto alvo molecular de interesse, ou
imitam, isto é, inibem competitivamente com o substrato endégeno do sitio ativo.

Assim, apenas 36% destas 1073 novas moléculas podem ser classificadas como
verdadeiramente sintéticas, ou seja, desprovidas de qualquer inspiragéo natural (Figura
3). Todos os farmacos licenciados sao listados neste artigo, de acordo com seu nome

geneérico.
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Figura 3. Fontes de novos farmacos aprovados de 01/01/1981 a 31/12/2010 (Adaptado
de Newman e Cragg, 2012).

Legenda: N- produto natural ndo modificado; NB- produto natural botanico; ND- produto natural modificado; S-
composto sintético sem nenhuma concepg¢do de produto natural; S/NM- composto sintético que mostra inibicdo
competitiva do substrato de produtos naturais; S* e S*/NM- composto sintético com o grupo farmacdforo de produto

natural, e NM indicando inibigdo competitiva;

Desta forma, sabendo-se que muitos dos medicamentos atualmente disponiveis
no mercado foram diretamente ou indiretamente derivados de produtos naturais, as
plantas medicinais tornaram-se fontes incontestaveis para a descoberta de novos
farmacos, sendo frequentemente o alvo de muitas industrias farmacéuticas e,
consequentemente, muito util para o tratamento das diversas enfermidades que afetam

a humanidade.

1.2. A espécie Aldama arenaria Baker

A familia Asteraceae possui cerca de 11.000 géneros e mais de 20.000 espécies,
sendo economicamente uma das mais importantes entre as angiospermas (Magenta,
2006) e a maior dentre as Eudicotiledéneas (Souza e Lorenzi, 2008), representando
10% da flora mundial (Bremer, 1994).

Diversos estudos tém sido desenvolvidos com objetivo de conhecer melhor sua
morfologia, anatomia, ecologia e fitoquimica (Magenta, 2006; Cury e Apezzatto-da-
Gloria, 2009; Almeida e colaboradores, 2005-a), porém a aplicacdo de espécies deste

género na medicina popular € pouco comum.



O elevado numero de espécies e a alta diversidade morfoldégica desta familia
permitem que a mesma seja organizada em subfamilias, tribos e subtribos, no entanto,
estes taxons vém frequentemente sendo reestruturados (Bringel Jr., 2007).

A espécie A. arenaria pertence a tribo Helianthae, a segunda maior entre as
Asteraceaes. Esta tribo é subdividida e engloba vérias subtribos, apresentando 189
géneros e cerca de 2500 espécies. E muito importante economicamente nas indUstrias
alimenticia, ornamental e medicinal como exemplos: girassol, dalia e camomila,
respectivamente.

De acordo com Jeffrey (1978) a familia é aceita como um grupo bem definido,
porém a uniformidade dos capitulos (inflorescéncias reunidas em um unico receptaculo)
dificulta a delimitacdo das tribos e dos géneros, gerando grande frequéncia de
paralelismos, o que dificulta sua identificacdo e classificagéao.

Esta presenca marcante de paralelismos da variabilidade fenotipica faz com que
algumas espécies tenham sido tratadas como sin6nimos por causa de sua similaridade
(Magenta, 2006). Este fato tem colocado a classificagcéo filogenética e a circunscricao
das tribos em ampla discusséo (Bayer e Starr, 1998).

Em 2011 Schilling e Panero realizaram novas analises filogenéticas de espécies
do género Viguiera, dividindo cerca de 350 espécies da subtribo entre 21 géneros.
Neste trabalho os autores evidenciaram conflitantes relagdes entre alguns grupos,
sustentando ainda mais a hip6tese de hibridizacdo de algumas espécies e consequente
desvio da subtribo. Assim, baseados nos resultados das andlises filogenéticas
moleculares, algumas espécies sul-americanas de Viguiera foram reclassificadas como
Aldama, incluindo a espécie arenaria.

Porém, outros pesquisadores indicam que ha erros e omissées nomenclaturais no
trabalho e estudos complementares aos moleculares se fazem necessarios tendo em
vista que a circunscricdo para as espécies sul-americanas ainda nao esta bem
estabelecida (Oliveira, Bombo e Appezzato-Da-Gléria, 2013).

As espécies deste género s&o exclusivamente americanas e somam 180
espécies, das quais 27 sdo exclusivamente brasileiras e ocorrem principalmente em
regidbes de inverno seco com épocas de queimadas, como o Cerrado. Algumas
atividades ja foram estudadas para outras espécies deste género.



Canales e colaboradores (2005) relataram a utilizagdo de Viguiera dentata por
populagbes mexicanas na medicina popular, para mulheres em trabalho de parto,
erupcdes e picadas de formiga. Neste mesmo trabalho, eles também observaram
atividade antimicrobiana do extrato hexanico para 7 cepas de bactérias.

Em 2008, Taylor e colaboradores (2008) publicaram um artigo que examinava as
propriedades anticancerigenas de duas lactonas isoladas a partir Viguiera sylvatica e
Decachaeta thieleana, contra as linhagens de células tumorais in vitro e in vivo. O
tratamento com o composto isolado de V. sylvatica chamado millerenolideo inibiu
significativamente o crescimento dos tumores subcutaneos avaliados.

Aldama arenaria Baker (Figura 4A), € uma erva cespitosa a subarbusto, que mede
0,8 a 3m de altura. Possui folhas alternas verdes claras sésseis ou pecioladas (Figura
4B), ramos aéreos eretos e cilindricos (Figura 4C), raizes tuberosas (Figura 4D) e caule

subterraneo fortemente espessado (xilopodio), (Figura 4E).
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Figura 4. Aldama arenaria Baker. (A) Planta no campo; (B) Detalhes das folhas e flores;

(C) Caule aéreo; (D) Raizes tuberosas; e (E) Xilopodios.

Fotos: Tuane S. de Oliveira e Beatriz Apezzatto da Gldria.



Seu habitat concentra-se principalmente no centro-leste de Sao Paulo, com
poucas ocorréncias no sudoeste de Minas Gerais, em areas de cerrado e beiras de
estradas (Magenta, 2006). A adaptacdo ambiental desta planta pode estar associada
principalmente ao comportamento sazonal das espécies deste género.

Em periodos de baixas temperaturas e escassez hidrica (fase de dorméncia) estas
plantas tendem a murchar seus ramos aéreos (caules e folhas) e se concentrarem
apenas em seus 0rgaos subterraneos (raizes e xilopddios), fato este que dificulta sua
localizagdo em ambiente natural nessas épocas; ja em periodos de alta umidade e
temperaturas favoraveis (fase de floracao) elas tendem a formar novos ramos e
apresentar inflorescéncias (Magenta, 2006).

Também sao plantas bastante aromaticas, indicando forte presenga de compostos
volateis oriundos do metabolismo secundario (Oliveira, 2011).

Algumas espécies deste género produzem como principais metabdlitos
secundarios diterpenos do tipo pimarano (1 a 7) e lactonas sesquiterpénicas (8) (Figura
5). Estes compostos isolados do extrato diclorometanico das raizes e folhas de V.
arenaria apresentaram varias atividades biolégicas (Ambrésio, Schorr e da Costa, 2004).
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Figura 5. Compostos isolados de A. arenaria (Ambrésio, Schorr e da Costa, 2004).

CH



Estudos apresentados por Ambrésio e colaboradores (2002) relataram que o ent-
pimara-8(14),15-dien-19-6ico (1), Acido pimaradiendico (PA), isolado do extrato
diclorometanico de V. arenaria, age inibindo a contragdo do musculo liso vascular em
carotidas de ratos. Esta contragdo induzida por cloreto de potassio e cloridrato de
fenilefrina nao foi reversivel ap6s a retirada deste composto do meio de teste.

Outros estudos descritos por esses mesmos autores (2006 e 2008) demonstraram
que compostos diterpénicos isolados das espécies V. Arenaria e V. robusta eram
capazes de inibir a contratilidade vascular do musculo liso principalmente pelo bloqueio
do influxo de Ca®* extracelular e isolados dos extratos hexanico e diclorometanico das
raizes tuberosas de A. arenaria apresentaram atividade in vitro no combate ao
protozoario Trypanosoma cruzi. Estes Ultimos resultados evidenciaram que diferengas
estruturais minimas entre os diterpenos testados influenciavam significativamente na
atividade tripanocida, trazendo novas perspectivas para o estabelecimento de relacdes
estrutura-atividade entre este tipo de metabdlito e o tratamento da doenca de Chagas.

Tirapelli e colaboradores (2004 e 2008) constataram que o acido pimaradiendico
(1) era capaz de reduzir o influxo de Ca®* extracelular através da membrana celular do
musculo liso, evidenciando um mecanismo capaz de inibir a contracao vascular e
induzir a hipotensdo em ratos normotensos.

Adicionalmente outras atividades farmacologicas foram observadas por
Guimaraes e colaboradores (2008), que apresentaram estudos da atividade biol6gica
de extratos de 39 fungos endofiticos isolados de A. arenaria e Tithonia diversifolia,
demonstrando atividades: antimicrobiana contra trés microrganismos patogénicos:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans; antiparasitaria para
Trypanosoma cruzi e Leishmania tarentolae; e antitumoral testada contra células de
leucemia T humanas e linhagens de células tumorais de melanoma.

Ja em 2009, Hipdlito e colaboradores estudaram os mecanismos envolvidos na
acao vaso-relaxante do pimarano ent-8(14),15-pimaradien-3B-ol (3) na aorta isolada de
ratos Wistar machos.

Porto e colaboradores (2009) realizaram estudos de atividade antibacteriana do
extrato diclorometanico e compostos isolados, que apresentaram atividade contra varias
bactérias responsaveis por patologias humanas.



Uma revisao realizada por Alonso-Castro e colaboradores (2011) demonstrou que
4 espécies do género Viguiera (decurrens, hypargyrea, lactibracteata e quinqueradiata)
eram amplamente utilizadas na medicina popular mexicana para o tratamento de
desordens gastrointestinais, cancer gastrico, doencas inflamatdrias e dermatoldgicas.

Em 2010, Tirapelli, Ambrosio e Oliveria publicaram uma revisdo sobre a acao
hipotensora de diterpenos, apresentando um tratamento extremamente promissor para
a hipertensdo e glaucoma. Neste trabalho, os autores apresentaram os diterpenos
como fonte de novos protétipos para o desenvolvimento de agentes terapéuticos,
reforcando ainda mais o potencial terapéutico da espécie.

Apesar dos estudos anteriores demostrarem que a espécie A. arenaria pode ser
considerada uma planta promissora na descoberta de novos medicamentos, a
avaliacdo de atividades farmacoldgicas de seu 6leo essencial (OE) ainda tem sido
pouco estudada.

Oliveira, Bombo e Appezzato-Da-Gléria, 2013, apresentaram um estudo das
caracteristicas anatémicas dos 6rgaos vegetativos de A. arenaria e A. robusta, que por
serem muito semelhantes, geralmente apresentam exsicatas confusas. Este artigo
avaliou a anatomia das estruturas secretoras presentes nos 6rgaos vegetativos, a fim
de distinguir as duas espécies com base em um exame destes érgaos.

Recentemente Bombo e colaboradores (2012) publicaram outro artigo que
descreve a anatomia dos Orgaos aéreos e avalia a producdo de O6leo essencial e
composicdo quimica de trés espécies de Aldama, A. filifolia, A. linearifolia e A.
trichophylla. Este estudo teve como objetivo diferenciar as espécies e
consequentemente colaborar com a identificagéo correta.

Em 2012 Porto e colaboradores apresentaram um estudo dos efeitos in vitro e in
vivo do ent-pimara-8(14)-15-dien-19-6ico (1) e dois derivados obtidos por fungos (um
éster do composto 7B-hidroxi ent-pimara-8(14),15-dien-19-6ico (7) e o composto 7-ceto
ent-pimara-8(14),15-dien-19-6ico (2) frente ao parasita Schistosoma mansoni. O
composto 1 foi a Unica substancia que apresentou atividade esquistossomicida, com
capacidade para reduzir significativamente a viabilidade dos parasitas (de 25 a 100 pM)
e promover alteracées morfoldgicas no tegumento do S. mansoni, separando todos os
casais e afetando a producéao e o desenvolvimento dos ovos.
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1.3. Oleos essenciais

Os 6leos essenciais (OE’s) constituem um dos mais importantes grupos de
matérias primas para as industrias de alimentos, farmacéutica, perfumaria e outros. Sao
originados do metabolismo secundario das plantas e constituidos por uma mistura
complexa de substancias volateis de diversas classes, destacando-se os terpenos. Sao
misturas liquidas, lipofilicas, odoriferas e geralmente possuem compostos de baixa
massa molecular. Frequentemente apresentam odor agradavel e marcante (Thakur e
colaboradores, 2006).

A producédo de metabolitos secundarios pode ser entendida como o resultado do
desenvolvimento da planta, que inclui a diferenciacdo no metabolismo e a morfogénese.
Ela também pode ser considerada como expressao gendmica de uma planta sob
controle do desenvolvimento. Por outro lado, metabdlitos secundarios poderm ser

produzidos como resultado de diferentes tipos de estresse e doencas (Figura 6).
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Figura 6. Rota biossintética de producéo do difosfato isopentenila (IPP) via mevalonato.
A sintese de cada unidade de IPP requer trés moléculas de acetil-CoA (Adaptado de
Croteau, Kutchan e Lewis, 2000).

11



Os OE’s sao extraidos de varias partes vegetais por arraste a vapor d’agua,
hidrodestilacdo ou outros métodos de extracdo como a enfleurage (ou enfloracao),
extracao por CO, supercritico e solventes organicos apolares.

Apesar de ndo haver consenso entre os pesquisadores sobre a utilizagdo de déleos
essenciais para fins terapéuticos, devido as dificuldades de absorcdo, distribuicao,
metabolizacdo e excregéo, varios estudos de OE’s sinalizam atividades farmacol6gicas,
por exemplo, antibacteriana, antifungica, tripanocida, e anti-helmintica. Recentemente
Oliveira e colaboradores (2012) publicaram um artigo revelando que o OE de Baccharis
trimera possui potente atividade in vitro contra o parasita Schistosoma mansoni. Alguns
estudos in vivo também confirmam o grande potencial desta matéria-prima. Em 2013
Muhammad e colaboradores demonstraram que o OE das folhas de Skimmia laureola
apresenta proeminente acao antinociceptiva e antipirética.

Ja em uso terapéutico, um exemplo de medicamento bem sucedido que possui
OE em sua formulagédo é o Acheflan®. Este fitoterapico possui 0,5% do OE de Cordia
verbenacea e é padronizado em 2,3 a 2,9% de a-humuleno. Atualmente é lider de

vendas no segmento de antinflamatérios de uso tépico sob prescricdo médica.

1.4. O Cancer

Céncer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas, que tém em
comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e
o6rgaos, podendo espalhar-se (metastase) para outras regides do corpo. A divisdo
rapida destas células tende a ser muito agressiva e incontrolavel, determinando a
formacao de tumores (acumulo de células cancerosas) ou neoplasias malignas. Por
outro lado, um tumor benigno significa simplesmente uma massa localizada de células
que se multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu tecido original, raramente
constituindo um risco a vida. Estas neoplasias podem ser diferenciadas pela etiologia,
processo de evolucao e forma de tratamento (INCA, 2013).

As causas de cancer sado variadas, podendo ser externas ou internas ao
organismo, estando ambas inter-relacionadas. A grande maioria (cerca de 80%) esta
relacionada ao meio externo onde é possivel encontrar um nimero muito grande de
fatores de risco. As causas externas relacionam-se ao meio ambiente e aos habitos ou
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costumes préprios de um ambiente social e cultural, como por exemplo: tabagismo,
alcoolismo, hdabitos sexuais e alimentares, medicamentos, fatores ocupacionais e
radiacao solar. As causas internas sao em sua maioria, de carater hereditario (INCA,
2013). Esta moléstia respondeu por 7,6 milhdes de mortes (cerca de 13%) em 2008, e
destas, cerca de 70% ocorreram em paises de baixa e média rendas (WHO, 2013).

O processo de formagéao do cancer geralmente ocorre lentamente, podendo levar
varios anos até que uma célula normal torne-se cancerosa e origine um tumor
detectavel. Os estagios do processo de carcinogénese sao: iniciacdo- é a primeira fase
da carcinogénese onde as células sofrem efeito de um agente carcinogénico (agente
oncoiniciador) que provoca modificacoes em alguns de seus genes, porém ainda nao é
possivel detectar um tumor clinicamente; promocéo- as células geneticamente alteradas
sofrem o efeito dos agentes cancerigenos (oncopromotores), transformando-a em
célula maligna de forma lenta e gradual, sob continuado contato com o agente
cancerigeno promotor; e progressao- caracterizada pela multiplicacdo descontrolada, é
um processo irreversivel, o cancer ja instalado vai evoluindo até o surgimento das
primeiras manifestagdes clinicas da doenca.

Em relagdo a agdo dos agentes sobre o cancer, eles podem ser classificados em
dois grupos: os agentes inibidores - farmacos que inibem a proliferagédo celular durante
as fases de promocao e progressao do cancer, muitos destes podem ser encontrados
em alimentos, como por exemplo, os diterpenos do café e os polifendis do cha-verde; e
0S agentes supressores - 0s mais procurados para o desenvolvimento de novos
farmacos, pois atuam apo6s a instalacdo da doenca, no entanto muitos deles sao
agentes genotdxicos (Almeida e colaboradores, 2005b).

Estimativas da OMS demonstram que anualmente surgem mais de 10 milhdes de
novos casos de cancer com cerca de 8 milhdées de mortes, tornando-se, em paises
desenvolvidos, a segunda causa de morte, sendo superada apenas pelas doencas
cardiovasculares. Mundialmente, estas mortes continuam a crescer, demonstrando que
estes indices tendem a aumentar nos proximos anos com estimativa de 13,1 milhdes de
mortes em 2030, influenciadas em parte pelo aumento da populacdo e o
envelhecimento global (Jemal e colaboradores, 2009). Na América, as mortes séo
projetadas para aumentar de 1,2 a 2,1 milhdes entre 2008 e 2030 (WHO, 2012 e 2013).
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O envelhecimento traz mudancas nas células que aumentam a sua suscetibilidade
a transformacao maligna. Isso, somado ao fato das células de pessoas idosas terem
sido expostas por mais tempo aos diferentes fatores de risco para cancer, explica em
parte o porqué de o cancer ser mais frequente nesses individuos (Carreca, Balducci e
Extermann, 2005).

Dentre os diversos tipos de neoplasias, as com maior indice de letalidade
continuam sendo as malignas de pulmao (1,37 milhées de mortes), estbmago (737 mil
mortes), figado (695 mil mortes), célon retal (609 mil mortes), mama (458 mil mortes),
es6fago (406 mil mortes), célon de utero (275 mil mortes), préstata (258 mil mortes) e
bexiga (150 mil mortes) (Globocan, 2008). A incidéncia destes diferentes tipos de
cancer difere entre homens e mulheres. Dados publicados pelo projeto Globocan
(2008), da Agéncia Internacional para Pesquisas sobre Céancer, fornecem indicadores
do céncer para 184 paises do mundo (Figuras 7A e 7B).
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Figura 7. Incidéncia e mortalidade de cancer na populagdo mundial (Globocan, 2008).

(A) Neoplasias mais comuns em homens; (B) Neoplasias mais comuns em mulheres.

Legenda: Lung- pulm&o; Prostate- préstata; Colorectum- célon retal; Stomach- estémago; Liver- figado; Oesophagus-
esbfago; Bladder- bexiga; Non-Hodgkin lymphoma- linfoma ndo hodgkin; Leukaemia- leucemia; Lip, oral cavity- labio ;
Kidney- rim; Pancreas- pancreas; Larynx- laringe; Brain, nervous system- sistema nervoso central; Other pharynx-
outros faringe; Thyroid- tiredide; Ovary- ovario; Corpus uteri- corpo uterino; Breast- mama; Cervix uteri- colo do utero;
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No Brasil a estimativa de incidéncia do cancer em 2012, valida também para o ano
de 2013, foi apresentada pelo Ministério da Saude e Instituto Nacional do Cancer
(INCA), em relatério de 2011. Estes dados apontaram a ocorréncia de
aproximadamente 518.510 casos novos de cancer, incluindo os casos de pele nao
melanoma, reforgando a magnitude do problema do cancer no pais. Sem os casos de
cancer da pele ndo melanoma, estimava-se um total de 385 mil novos casos.

Atualmente esta publicacdo é realizada a cada dois anos, sempre com base nas
informagdes geradas pelos Registros de Cancer de Base Populacional (RCBP). Neste
relatério foram considerados 18 tipos especificos de cancer com base na magnitude e

no impacto (Figura 8).

Localizagao priméria  casosnovos  percentual Localizagao primaria casos novos  percentual
Prostata ~ 60.180  308%  Homens Mulheres  Mama Feminina 52.680 27.9%
Traqueia, Bronquio e Pulmdo 17.210 8,8% M Colo do Utero 17540 9,3%
ColoneReto 14180  7.3% 's Colon e Reto 15.960 8,4%
Estbmago 12670  65% [ \‘ Glandula Tireoide 10.590 5,6%
Cavidade Oral 9990  51% oy Traqueia, Bronquio e Puimdo 10110 5,3%
Es6fago 77710 40% l‘\ "»J Estomago 7420 3,9%
Bexiga 6210  32% | | Ovdrio 6.190 3,3%
Laringe 6.110 3,1% \ Corpo do Utero 4520 2,4%
Linfoma ndo Hodgkin 5.190 2,7% \ ‘) Linfoma ndo Hodgkin 4.450 2,4%
Sistema Nervoso Central 4820 2,5% | Sistema Nervoso Central 4450 2,4%

Figura 8. Distribuigcao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados
para 2012 por sexo, exceto pele ndo melanoma*, para o Brasil. (Adaptado de Estimativa
2012 - Incidéncia de Céancer no Brasil, INCA 2011).

Legenda: * Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10.

Os dados publicados pelo INCA (2011) reproduzem a situagdo mundial da
incidéncia do cancer demonstrando que os homes sdo mais acometidos pelos canceres
de préstata e pulmao e as mulheres pelos canceres de mama e colo do utero. A
excecao do cancer de pulmdo que possui maior incidéncia entre os homens e sua
principal causa pode ser atribuida ao tabagismo, todos os demais sao do tipo horménio-
dependente. Essas neoplasias compartilham do mesmo mecanismo de carcinogénese,

porém sob acao de hormonios especificos (Almeida e colaboradores, 2005b).
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Diante de estimativas tao alarmantes é fundamental que a comunidade cientifica,
juntamente com os governos e as industrias farmacéuticas unam forcas no combate a
esta doenca, que leva anualmente milhdes de pessoas a Obito e gera prejuizos
econdmicos e sociais inestimaveis.

Segundo Cragg e Newman (2012 e 2013), no periodo de 1981 a 2010, do total de
novos farmacos anticancer utilizadas na terapéutica (n=175), 80% (131) tinham como
origem os produtos naturais ou compostos sintéticos ou semi-sintéticos, baseados em
produtos naturais (Figura 9). Assim, apenas 20% destas moléculas podem ser
consideradas sintéticas, ou seja, que nao possuem nenhum tipo de inspiragdo em

produto natural.
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S, 44,21%
ND, 57, 28%

S/NM mS* uS*NM

maND = § J

Figura 9. Fontes de farmacos anticAncer aprovados no periodo de 1940 a 2010.

(Adaptado de Cragg e Newman, 2012).

Legenda: B- bioldgicos; N- produto natural ndo modificado; NB- produto natural botdnico; ND- produto natural
modificado; S- composto sintético sem nenhuma concepgdo de produto natural; S/NM- composto sintético que
mostra inibicdo competitiva do substrato de produtos naturais; S* e S*/NM- composto sintético com o grupo
farmacdforo de produto natural, e NM indicando inibigdo competitiva; V- Vacinas.

Desta forma, a busca por novas terapias para esta enfermidade torna-se algo
indispensavel ao modo de vida atual, sendo as plantas certamente ricas fontes de
novos farmacos para o tratamento e prevengao do cancer.

Dentre alguns farmacos anticancerigenos derivados de plantas disponiveis

atualmente no mercado e usados clinicamente tém-se dois alcaldides de vinca,
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vinblastina e vincristina (Figura 10). Isolados da espécie Catharanthus roseus sao ativos
no tratamento de varios tipos de cancer: de mama, de ovario, de cabecga e pescoco, de
testiculo, de pulméo, de cérvix, de bexiga, linfomas, sarcomas, neuroblastomas e varios
tipos de leucemia. (Roussi, Gueritte e Fahy, 2012; Almeida e colaboradores, 2005b).

Outros compostos utilizados na terapéutica do cancer sao os alcalbides etoposida
e teniposida (Figura 10). Sao derivados semi-sintéticos da epipodofilotoxina, um produto
natural extraido da raiz do Podophyllum peltatum, para o tratamento dos seguintes
canceres: de mama, de testiculo, de pulmao, linfomas, sarcomas, e dois tipos de
leucemia, mieloblastica e linfoblastica (Lee e Xiao, 2012; Mann, 2002; Almeida e
colaboradores, 2005b).

Etoposida R= H,C—

Teniposida R = ﬂ\
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Vincristina R = >

H

Vimblastina R= H,C—

Figura 10. Estruturas de alguns compostos de origem natural com atividade

antineoplasica (Almeida e colaboradores, 2005b).

Considerado o agente antitumoral mais promissor desenvolvido nos ultimos 20
anos, outro potente agente quimioterapico é o Paclitaxel®. Contendo como principo
ativo o composto chamado taxol (Figura 11). Foi descoberto em 1967 e € um derivado
sesquiterpenico isolado das cascas da arvore teixo ocidental (Taxus brevifolia), que
produz cerca de 100-300 mg.kg-1 de paclitaxel e demora de 60 a 100 anos para
crescer. Atualmente o taxol obtido por semi-sintese utilizando como matéria-prima
compostos isolados das folhas do teixo europeu (Taxus baccata) (Cragg e Newman,
2013).
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Figura 11. Estrutura do taxol, agente antineoplasico de origem natural (Almeida e
colaboradores, 2005b).

Tendo sido considerado na época um “blockbuster” dos medicamentos, foi
aprovado para uso clinico contra o cancer de ovario em 1992 e de mama em 1994,
desde entdo o taxol tornou-se um sucesso de vendas, com arrecadacdes anuais de
mais de US $ 1 bilhdo, embora atualmente ele seja um farmaco genérico para as
vendas e esteja espalhado entre um nimero significativo de empresas. E amplamente
utilizado para os canceres de mama e ovario, resistentes a terapia tradicional.
(Kingston, 2012; Wani e colaboradores, 1971; Rowinsky e colaboradores, 1995; Cragg
e Newman, 2013; Almeida e colaboradores, 2005b).

Diante deste contexto, com objetivo de avaliar o maior numero de moléculas
possiveis e diminuir a quantidade de animais em ensaios in vivo, o Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos (National Cancer Institute, EUA) desenvolveu no final dos
anos 80 um protocolo para triagem in vitro. Composto por um painel contendo 60
linhagens de células tumorais humanas, representando alguns tipos de tumores sélidos
(pulmao, melanoma, mama, rim, colén, préstata, ovario, cérebro) e do sistema
hematopoiético, esta triagem é rapida e eficiente, permitindo avaliar um numero elevado
de farmacos em apenas uma semana com maior especificidade (Rubistein e
colaboradores, 1990; Skehan e colaboradores, 1990; Monks e colaboradores, 1991;
Shoemaker, 2006).

Assim estabeleceu-se este procedimento para estudos de farmacos anticancer
(NCI60) como uma ferramenta de deteccéo in vitro e em substituicdo ao uso de tumores

animais transplantaveis na triagem de farmacos anticancer.
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Este modelo de triagem foi rapidamente reconhecido como uma rica fonte de
informacdes sobre os mecanismos de inibicdo do crescimento e morte de células
tumorais (Shoemaker, 2006).

Desta forma, este trabalho teve por objetivo avaliar a atividade in vitro dos éleos
essenciais (OE’s), extrato cloroformico (EC) e fracbes de A. arenaria frente a 10
linhagens de células tumorais humanas, cedidas pelo NCI: K-562 (leucemia), MCF-7
(mama), NCI/ADR-RES (ovario com fenoétipo de resisténcia a multiplos farmacos),
UACC-62 (melanoma), NCI-H460 (pulmao), PC-3 (préstata), HT29 (célon), OVCAR-3
(ovario), U251 (glioma), 786-0 (rim); além de trés linhagens de células nao-tumorais:
fibroblasto de rim de macaco-verde (VERO), queratinécito humano (HaCaT) e

fibroblasto de camundongo (3T3).

19



2. OBJETIVOS

2.1. Geral:

Avaliar a composicao quimica e atividade antiproliferativa in vitro do 6leo essencial
(OE), extrato cloroférmico (EC) e fragdes obtidas dos diferentes 6rgaos frescos de A.

arenaria, frente a diferentes linhagens tumorais.

2.2. Especificos:

%+ Obtencao dos 6leos essenciais (OE’s) de diferentes érgaos frescos (raiz, xilopodio,
caule e folha) de A. arenaria em fases de dorméncia e floracao;

% Obtencéao do extrato cloroférmico (EC) das raizes de A. arenaria;

% Avaliagado da atividade antiproliferativa in vitro;

+ Fracionamento das amostras mais ativas e isolamento de alguns constituintes;

% Anadlises das amostras por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e
Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM);

“ ldentificacdo dos compostos isolados utilizando técnicas de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN de 'H e '3C), Infravermelho (IV), Rotacdo Otica e Espectrometria de
Massas.
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3. MATERIAL E METODOS

Este projeto de dissertacao foi realizado em colaboragdo com a equipe da Profa.
Dra. Beatriz Appezzato da Gloria da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” -
ESALQ-USP, Piracicaba/SP, e da Ms. Tuane S. de Oliveira Almeida, que efetuou as
coletas da planta e realizou estudos morfologicos de A. arenaria (Oliveira, 2011).

O material vegetal foi coletado na Estagdo Ecologica de ltirapina-SP, 22°14’S e
47°51°'W, em seu estado natural, nos periodos de dorméncia (24/08/2009) e floracao
(14/01/2011).

A identificacdo foi realizada pela botanica Mara Angelina Galvdo Magenta e a
exsicata foi depositada no herbario da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
- ESALQ-USP (ESA), sob numero 111847.

A autorizacdo de acesso ao patrimbnio genético foi concedida pelo Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnol6gico — CNPqg e possuiu numero
010216/2012-0, valido de 01/06/2012 a 01/06/2015.

Atualmente esta espécie esta inclusa no projeto financiado pela FAPESP “Estudos
morfoanatdmicos, metaboldmicos e moleculares como subsidios a sistematica de
espécies de Asteraceae e acesso ao seu potencial farmacolédgico”, n°® 2010/51454-3 e
vigéncia 01/08/2011 a 31/07/2016. Neste projeto estdo sendo avaliadas 20 espécies do
género Aldama/Viguiera, sendo que 12 espécies foram selecionadas para avaliagdo do
seu OE.

Um perfil geral da obtengdo das amostras avaliadas nos ensaios de atividade

antiproliferativa in vitro pode ser visualizado no Anexo 1.

3.1. Extracao dos OE's

As extracoes dos OE’s (xilopddios, raizes, folhas e caules) foram realizadas por
hidrodestilagdo, num sistema do tipo Clevenger adaptado, utilizando material vegetal
fresco e picado (Figura 12). As massas dos 6rgaos vegetativos variaram de acordo com
a disponibilidade de material no momento da coleta. O tempo de extracao dos OE’s foi
de 3 horas, a partir do inicio da destilacao.

Os OE’s obtidos foram separados da fase aquosa com auxilio de Pipeta Pasteur,

transferidos para frascos a&mbar e condicionados em freezer.
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Figura 12. Extracao de 6leo essencial em sistema do tipo Clevenger.

3.2. Preparo do Extrato Cloroférmico (EC)

Para avaliar a acdo de alguns diterpenos isolados de A. arenaria (Ambrdsio,
Schorr e da Costa, 2004), preparou-se o extrato cloroférmico das raizes.

A partir de 200 g de raizes tuberosas e ndo tuberosas previamente cortadas em
pequenos pedacos, procedeu-se a extracao em dispersor Ultra Turrax (IKA®) com 1L de
cloroférmio, rotagdo 6000 rpm durante 3 minutos (Figura 13 A). Filtrou-se o extrato em
funil de placa sinterizada e o residuo da planta foi submetido a uma segunda extracao
com 800 mL de cloroférmio. Os extratos foram agrupados e secos em rotaevaporador a
vacuo (Figura 13 B).

Figura 13. Preparo do EC. (A) Extragao em dispersor; (B) Secagem em rotaevaporador.
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3.3. Analises Cromatograficas

Todas as amostras (EC, OE’s e respectivas fragbes) foram pesadas,
solubilizadas em acetato de etila (20 mg.mL") e analisadas por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), para uma avaliacao qualitativa.

Estas mesmas amostras também foram submetidas as andlises por
Cromatografia a Gas acoplada a Detector Seletivo de Massas (CG-EM) para
determinagao de sua composi¢ao quimica.

3.3.1. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A CCD consiste na separacdo dos componentes de uma mistura através da
migragao diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente retido sobre uma
superficie plana. O principal mecanismo de separacdo esta baseado no fenémeno de
adsorcao (Collins, Braga e Bonato, 2006). Por ser um método simples, rapido, visual e
econdmico, a CCD é a técnica predominantemente escolhida para o acompanhamento
de reagdes organicas, sendo também muito utilizada na andlise de fragbes coletadas
em cromatografia liquida classica ou cromatografia preparativa (Degani, Cass e Vieria,
1998).

As cromatofolhas de aluminio (20 x 20 cm) contendo como fase estacionaria silica
gel 60 Fass (Merck®) foram cortadas com 10 cm de altura e as amostras aplicadas em
ponto ou em banda, distantes cerca de 1 cm da base. As placas foram colocadas em
cubas cromatograficas e apds eluicdo por capilaridade com a fase mével, diclorometano
para OE’s e frac6es ou mistura de hexano e acetato de etila na proporcao 70:30 para
EC e fracdes, as CCD’s foram secas. A deteccdo dos compostos foi realizada por
métodos fisicos, através da analise sob luz UV a 254 e 366 nm, e métodos quimicos,
por meio de revelacdo da CCD com solugdo de Anisaldeido (Acido acético glacial,
Acido sulfurico e Anisaldeido na proporcéo 50:1:0,5), seguida de aquecimento por 5min
a 105 °C (Wagner e Bladt, 1996).

Também foram calculados os fatores de retardamentos (Rf’s) das substancias.
Este parametro expresso pela razdo entre a distancia percorrida pelas substancias em
relagdo a distancia percorrida pela fase mével é caracteristico de cada substancia.
Valores ideais de Rf estao entre 0,4 e 0,6 (Degani, Cass e Vieria, 1998).
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3.3.2. Cromatografia a Gas acoplada ao Detector de Massas (CG-EM)

A cromatografia a gas é uma técnica utilizada para separar gases ou substancias
volatilizaveis e termicamente estaveis. Possui alto poder de resolugdo e a separacao
baseia-se na diferente distribuicdo das substancias da amostra entre uma fase
estacionaria (solida ou liquida) e uma fase mével (gasosa) (Collins, Braga e Bonato,
2006 e Degani, Cass e Vieria, 1998).

Para isto utilizou-se um cromatografo Agilent 6890 N e detector de espectrometria
de massas Agilent 5975 e coluna HP5-MS (J&W Scientific) contendo 5% de
Fenilmetilsiloxano, com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro e 0,25 um de
espessura de filme.

Para analise dos OE’'s e fragdes as condigdes cromatograficas foram:
Temperaturas: injetor= 220°C, detector= 250°C, coluna= 60°C, 3°C.min"", 240°C e
vazdo do gas de arraste (He) 1,0 mL.min™". Ja para o EC e fragdes da coluna classica
foram: Temperaturas: injetor= 250°C, detector= 300°C, coluna= 110°C, 5°C.min",
280°C (26 min) e vazdo do gas de arraste (He) 1,0 mL.min"'. Para todas as analises o
detector de espectrometria de massas foi operado com temperaturas: fonte 230 °C e
quadrupolo 150 °C; e energia de ionizacao de 70 eV.

A identificacdo dos compostos foi realizada através da comparacéo dos espectros
de massas das amostras com dados da biblioteca NIST-05 (National Institute of
Standards and Technology). Para as amostras e fracdes de OE’s também foram
calculados os indices Aritmético (IA) de acordo com a equacdo de Van den Dool and
Kratz (Figura 14), com co-injecao de padrao de hidrocarbonetos (C8 a C22) e dados
descritos por Adams (2007).

[(Trxy — TTcn-1y) - (Cny — Cn-1y)] - 100

IA =100.C.,,_1y +
(n=1) Tricny — Trien-1)

Figura 14. Equacao de Van den Dool utilizada para calcular o indice aritmético (lA),
(Adaptado de Adams, 2007).

Legenda: Cy.1- Numero de carbonos do hidrocarboneto n-1; Tr- Tempo de retencdo do composto na amostra; Trcn-
1)- Tempo de retengdo hidrocarboneto n-1; Cn,- Numero de carbonos do hidrocarboneto n; Trcn)- Tempo de retengdo
hidrocarboneto n.
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3.4. Fracionamento das amostras em Coluna cromatografica

3.4.1. Fracionamento por Cromatografia em Coluna seca

Inicialmente optou-se por realizar uma pré-purificagcdo das amostras utilizando
uma coluna de membrana de acetato de celulose como suporte e silica-gel como fase
estacionaria.

Este tipo de cromatografia fornece uma resolucdo moderada na separagcdo dos
constituintes e apresenta um bom rendimento de recuperacao das fracdes (Foglio e
colaboradores, 1999).

A coluna de membrana de acetato de celulose com didametro de 1,5 cm foi
inicialmente limpa com hexano e apds evaporacao do solvente, empacotada a seco
com silica gel 60 (0,063-0,200 mm Merck®). As amostras foram aplicadas
separadamente e eluidas por gravidade com sistema de solvente previamente

otimizado por CCD, até o solvente atingir o final da coluna (Figura 15).

Figura 15. Esquema do fracionamento por Cromatografia em Coluna seca. (A)
Cromatografia em coluna seca do EC e (B) Cromatografia em coluna seca do OEX1.

Apos eluigédo, a coluna foi cortada com auxilio de estilete em varios pedagos, de
acordo com os Rf's determinados anteriormente por CCD. As fracOes resultantes foram
extraidas com a fase mével, filtradas em funil de placa sinterizada e o solvente

removido em rotaevaporador a pressao reduzida (Tabela 1).
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Tabela 1. Fracionamento do EC e OEX1 por cromatografia em coluna seca.

Amostra Massa(g) Altura(cm) Fracoes Fase movel
EC 2,0363 45 9 fragbes de 5cm  Hexano/Acetato de Etila (70:30)
OEX1 0,1800 25 5 fracGes de 5 cm Diclorometano

Os fracionamentos dos OE’s dos diferentes érgaos (OER, OEX e OEC) foram
realizados de modo analogo ao descrito anteriormente, com excecédo do OE dos caules,
qgue nao forneceu massa suficiente (Tabela 2).

Tabela 2. Fracionamento dos OE’s dos diferentes érgaos vegetativos por cromatografia

em coluna seca.

Amostra Massa (mg) Altura (cm) Fracoes Fase movel
OER 688,2 35 7 fracbes de 5 cm Diclorometano
OEX 312,2 35 7 fracbes de 5 cm Diclorometano
OEC N&o fracionado
OEF 633,8 35 7 fracbes de 5 cm Diclorometano

As fracoes foram entdo analisadas por CCD e CG-EM e submetidas aos testes
de atividade antiproliferativa in vitro.

3.4.2. Fracionamento por Cromatografia Classica

Guiados pelos valores de TGl (Total Growth Inhibition) que indica a concentracédo
necessaria para inibir 100% do crescimento, e baseados nas analises por CCD e CG-
EM, foi realizado o agrupamento das fragbes 3 e 4 para um novo fracionamento
utilizando coluna classica (Figura 16).

A coluna cromatografica classica geralmente utiliza como suporte uma coluna de
vidro que é recheada com a fase estacionaria e € desenvolvida sobre pressao
atmosférica, com o fluxo da fase moével liquida devido apenas a forca da gravidade
(Collins, Braga e Bonato, 2006). O principal mecanismo de separacao é a adsorcao,
resultando num método de separacdo muito mais eficiente que o anterior e
possibilitando o isolamento de alguns constituintes. Esta técnica é muito utilizada para
isolamento de compostos oriundos de produtos naturais e purificacdo de produtos de
reacdes quimicas (Degani, Cass e Vieira, 1998).
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Figura 16. Cromatografia em Coluna Classica.

Para isto, utilizou-se uma coluna de vidro de 2,0 cm de diametro empacotada com
silica gel 60 (0,040-0,063 mm Merck®) e altura de 30 cm. Esta silica, por possuir
tamanho de particula muito menor do que a anterior possui maior area de contato e
consequentemente maior eficiéncia de separacdo. Para a eluicdo utilizou-se um
gradiente de polaridade com hexano, misturas de hexano/acetato de etila e finalizando-
se com acetato de etila (Tabela 3).

Tabela 3. Dados da purificagao da Fragao 3,4 por coluna classica.

Amostra Massa(g) Fracées Volume coletado (mL) Fase movel
1a4 50 mL Hexano
5e6 50 mL Hexano/Acetato de Etila (95:5)
Fr 3,4 0,52 7 a 51 20 mL Hexano/Acetato de Etila (95:5)
52 a 55 50 mL Hexano/Acetato de Etila (70:30)
56 a 60 50 mL Acetato de etila

Apos andlises por CCD as fragbes semelhantes foram agrupadas e concentradas
em rotaevaporador a vacuo, analisadas por CG-EM e submetidas a novos testes de
atividade antiproliferativa in vitro. As fracdes mais puras enriquecidas em alguns

compostos foram recristalizadas em metanol e submetidas as analises de identificagao.
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3.5. Testes de Atividade antiproliferativa in vitro

Os testes de atividade antiproliferativa foram realizados in vitro de acordo com o
protocolo descrito por Monks e colaboradores (1991). Estes testes foram realizados
pela Divisdo de Farmacologia e Toxicologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Bioldégicas e Agricolas da Universidade Estadual de Campinas
(CPQBA/UNICAMP) sob orientacao da Dra. Ana Lucia Tasca Gois Ruiz.

As linhagens tumorais humanas [K-562 (leucemia), MCF-7 (mama), NCI/ADR-RES
(ovario com fenétipo de resisténcia a multiplos farmacos), UACC-62 (melanoma), NCI-
H460 (pulmao), PC-3 (préstata), HT29 (c6lon), OVCAR-3 (ovario), U251 (glioma), 786-0
(rim)] foram doadas pelo NCI (National Cancer Institute, EUA) ao CPQBA/UNICAMP;
além delas, foram empregadas trés linhagens de células ndo-tumorais, a saber, célula
epitelial de rim de macaco-verde (VERO), queratinécito humano (HaCaT) doado pelo
prof. Dr. Ricardo Della Coletta (Faculdade de Odontologia de Piracicaba FOP-
UNICAMP) e fibroblasto de camundongo (3T3) (Tabela 4).

Tabela 4: Linhagens celulares empregadas na avaliacdo da atividade antiproliferativa.

Organismo Linhagem Orgéao/Doencga Emc:)rrii%irzria (:) (:4_1
cel.mL™)
U251 SNC; glioma Ectoderme 4,0
UACC-62 Pele; melanoma Ectoderme 4,0
MCF-7 Mama; adenocarcinoma Ectoderme 6,0
NCI-ADR/RES* Ovario; adenocarinoma Ectoderme 5,0
786-0 Rim; adenocarcinoma Mesoderme 5,0
NCI-H460 Pulm&o; carcinoma tipo ndo pequenas Endoderme 4,0
Humano células
PC-3 Préstata; adenocarcinoma Mesoderme 4,5
OVCAR-3 Ovario; adenocarcinoma Mesoderme 7,0
HT-29 Célon; adenocarcinoma Endoderme 5,0
K562 Medula 6ssea; Leucemia mieléide crénica  Mesénquima 6,0
HaCaT Pele (queratinécito)/Nao tumoral Ectoderme 4,0
Camundongo 3T3 Pele (fibroblasto)/Nao tumoral Ectoderme 4,0
Macaco VERO Rim (cel. epitelial)/ Ndo tumoral Mesoderme 4,0

Legenda: DI- Densidade de Inoculagao; * linhagem que apresenta resisténcia a multiplos farmacos;
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As células foram cultivadas em frascos de 25 cm?® (T25) com 5 mL de meio RPMI
1640, suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) e mantidas a 37 °C em
atmosfera imida com 5% de COs.

As amostras (extrato, 6leos e fragdes) foram diluidas em dimetilsulfoxido (DMSO)
na concentracdo de 100 mg.mL". Estas solucdes estoque foram diluidas em meio
RPMI 1640/SFB 5% acrescido de 1mL.L™" de penicilina:estreptomicina (1000 U.mL"
:1000 pg.mL™", 1 mL.L" RPMI 1640).

No ensaio antiproliferativo, 100 yL de cada suspensao celular foram inoculados,
por compartimento, em placas de 96 compartimentos (Figuras 17), de acordo com as
respectivas DI (Tabela 4). Apés 24h, as amostras foram adicionadas (100 uL por
compartimento) nas concentracdes de 250, 25, 2,5 e 0,25 ug.mL™", em triplicata, e em
seguida as placas foram incubadas, a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO», por
48 horas (Monks e colaboradores, 1991).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Célula 250 25 2,5 0,25 250 25
Célula 250 25 2,5 0,25 250 25
Célula 250 25 2,5 0,25 250 25
Célula 250 25 2,5 0,25 2,5 0,25

Célula 250 25 2,5 0,25 2,5 0,25

Célula 250 25 2,5 0,25 2,5 0,25

T OO M m OO @ >

Figura 17: Esquema de distribuicdo das amostras na placa de 96 compartimentos.
Legenda: A coluna 1 (amarelo claro) representa o controle do meio de cultura contendo o branco do meio e a coluna
2 (amarelo escuro) o controle das células tumorais. Os pocos em diferentes tonalidades de coloragcdo azul contém as
substancias testadas. Ja os pogos em coloragdo contendo diferentes tonalidades de vermelho referem-se ao controle
das substéncias testes (branco das amostras).

Cada placa continha apenas uma linhagem celular o que possibilitou a avaliagéo
de cinco amostras distintas em triplicata em cada placa, além de uma placa controle
(TO). Como controle positivo utilizou-se o quimioterapico doxorrubicina, nas

concentragdes de 0,025; 0,25; 2,5 e 25 ug.mL™' (100 pL/compartimento) em triplicata.
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Ao término das aplicacdes das amostras e inicio do tratamento de 48 horas, a
placa controle (TO) foi fixada através da adicdo de 50 pL/compartimento de acido
tricloroacético (TCA) a 50% (m/v), para determinacdo da real quantidade de células
presentes no momento em que as amostras foram aplicadas.

Ao final do tratamento, as células foram fixadas com 50 uL de TCA a 50% e
incubadas por 1 hora a 4°C. Em seguida, as placas foram submetidas a quatro
lavagens consecutivas com agua corrente para a remogao dos residuos de TCA, meio,
SFB e metabdlitos secundarios. Apds estas lavagens, as placas foram mantidas a
temperatura ambiente até a secagem completa.

Ap6s a secagem das placas, adicionou-se 50 pL/compartimento do corante
proteico sulforrodamina B (SRB) a 0,4 % (m/v), dissolvido em &cido acético a 1% e as

mesmas foram mantidas em temperatura ambiente, durante 30 minutos (Figura 18).

Branco das amostras

Células

Amostras

Controle do
Meio

Branco das amostras

Figura 18: Placa de 96 compartimentos apdés 48h de tratamento de uma linhagem
celular com as cinco amostras e coloracao final com sulforrodamina B.

Ap6s esse periodo, as placas foram lavadas por 4 vezes consecutivas com
solugdo de &cido acético 1% para a completa remocao dos residuos de SRB. Apos
secagem, o corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado pela adicao de 150 uL
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de solugdo de Trizma Base (10 uM pH 10,5) e a leitura espectrofotométrica da
absorbancia foi realizada em leitor de microplacas a 540 nm. A sulforrodamina B liga-se
aos residuos dos aminoacidos basicos das proteinas de células que estavam viaveis no
momento da fixacdo e, portanto, quanto maior a quantidade de SRB ligada ao
compartimento, menor a atividade citotoxica da amostra em teste (RUBINSTEIN e
colaboradores, 1990; SKEHAN e colaboradores, 1990).

Assim, para andlise dos resultados, foram calculadas as médias das absorbancias
descontadas do valor de seus respectivos brancos e calculada a porcentagem de
inibicao de crescimento.

Sendo T a média da absorbancia da célula tratada, CCel o controle de célula e TO
0 controle das células no dia da adicdo das amostras, o resultado obtido foi subtraido
de 100%, obtendo-se a porcentagem de crescimento. Desta forma:

Se T>CCel, a amostra estimulou o crescimento e, portanto, ndo apresentou
inibicao de crescimento;

Se T=T0<CCel, a amostra foi citostatica e a formula utilizada foi 100x[(T-T0)/CC-
TO)];

E se T<TO, a amostra foi citocida e a formula utilizada foi 100x[(T-T0)]/(TO)].

Com os dados obtidos, foram construidas curvas correlacionando o crescimento
celular com a concentragcdo das amostras.

Além disso, foram calculadas duas concentracdes efetivas Glsy (do inglés Growth
Inhibition 50, concentragdo necessaria para inibir 50% do crescimento celular) e TGl (do
inglés Total Growth Inhibition, concentracdo necessaria para inibicdo total do
crescimento celular) através de regressao nao linear, do tipo sigmoidal, empregando-se
software Origin versdo 8.0 (Monks e colaboradores, 1991; Shoemaker, 2006).

3.6. Identificacao dos compostos isolados

Os dois compostos isolados da coluna classica (F8 contendo um acido e F33
contendo um alcool) foram analisados por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de 'H
e 13C), Infravermelho (IV) e Polarimetria. Estas analises foram realizadas no Instituto de
Quimica da UNICAMP e os resultados foram comparados com dados descritos por
Matsuo e colaboradores (1976) e Ansell e colaboradores (1993).
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Os espectros de RMN de 'H e 'C foram obtidos em espectrometro aparelho
Bruker 250, operando a 250 MHz na frequéncia do hidrogénio e 62,5 MHz na
frequéncia do carbono. As amostras foram diluidas e cloroférmio deuterado e os
deslocamento quimicos (3), foram expressos em ppm (partes por milhdo) utilizando-se
como referéncias o sinal do tetrametilsilano (TMS).

Os espectros no IV foram obtidos das amostras sélidas, em pastilhas de brometo
de potassio (KBr), em equipamento Bomem MB-Series com resolucdo de 4 cm™ e
varredura de 4000-400 cm™.

A determinacao da rotacao otica foi realizada em Polarimetro Perkin Elmer 341
com caminho 6tico de 10 mm e concentragdo da amostra 0,01 g.mL™". Os solventes de
diluicao para a F8 e F 33 foram o cloroférmio e diclorometano, respectivamente.

A verificagdo dos pontos de fusédo foi realizada em equipamento MicroQuimica
MQAPF-301, com rampa de aquecimento de 5 °C.min™" até 100 °C e 2 °C.min™" até a
fusdo total dos solidos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao dos OE’s e EC de A. arenaria em fase de dorméncia
As amostras de OE’s e EC obtidas na fase de dorméncia da planta permitiram
obter resultados prévios da atividade antiproliferativa in vitro<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>